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JOHAN  KJELDAHL. 


Jj'Administration  du  laboratoire  de  CaHsberg  m'a  demande  de  faire 
la  biographie  du  chef  de  la  section  chimique  du  laboratoire,  M.  le  pro- 
fesseur  Johan  Kjeldahl,  decede  le  18  juillet  1900.  Je  tacherai  done  de 
donner  un  aperqu  des  travaux  scientifiques  de  Kjeldahl  et  ensuite 
d'ajouter  quelques  mots  sur  sa  personnalite  sympathique  et  originale. 

La  reputation  universelle  de  Kjeldahl  est  due  a  sa  methode  de  do- 
sage de  I'azote  dans  les  substances  organiques,  publiee  en  1883^)  et 
apphquee  maintenant  dans  tous  les  laboratoires  oii  se  font  des  analyses 
chimiques  des  substances  animates  et  vegetales.  L'utilite  de  la  methode 
a  ete  et  est  toujours  d'une  importance  remarquable.  Quiconque  a 
connu  par  experience  les  procedes  de  la  methode  Will-Varrentrap ,  se 
souviendra  avec  reconnaissance  de  la  facilitation  enorme  que  marqua  la 
methode  Kjeldahl,  surtout  pour  I'analyse  des  liquides  organiques.  Que 
le  dosage  de  I'azote  fut  peut-etre  la  methode  quantitative  de  I'execution 
la  plus  facile ,  a  naturellement  beaucoup  favorise  I'etude  de  la  trans- 
formation des  matieres  azotees  dans  les  organismes.  Kjeldahl  avait 
absolument  raison  en  supposant  que  par  sa  methode  on  pourrait  traiter 
de  telles  questions  jusqu'ici  insuffisamment  traitees  a  cause  de  la  diffi- 
culte  et  la  longue  duree  des  methodes  anterieures  d'autant  plus  in- 
applicables  que  les  matieres  en  question  sont  ordinairement  de  carac- 
tere  changeant.  Ce  furent  done,  avant  toutes  autres,  ks  sciences 
physiologiques  qui  profiterent  de  cette  methode;  il  va  sans  dire  qu'elle 


^)  La  methode  de  dosage  de  Kjeldahl  fill  communique  pour  la  premiere 
fois  par  une  conference  a  la  Societe  chimique  de  Gopenhague.  le  7  mars 
1883  et  imprimee  pour  la  premiere  fois  dans  le  Zeilschrift  fur  analytische 
Chemie  T.  22  p.  366  date  mars  1883;  ensuite  en  forme  plu.s  detaillee  au 
mois  de  juin  de  la  meme  annee  dans  le  Gompte-Hendu  du  laboratoire 
de  Carlsberg  T.  %  p.  1—27  (Resume  \v.  1). 
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est  inappreciable  aussi  pour  les  recherches  chimiques  agricoles  et  techni- 
ques, etc.  En  s'occupant  d'etudes  sur  la  transformation  des  roatieres 
proteiques  pendant  la  germination  de  I'orge  et  la  fermentation  alcooli- 
que,  Kjeldahl  sentit  le  besoin  d'une  telle  methode  afin  de  se  procurer 
d'abord  un  bon  outil.  Gomme  point  de  depart  lui  servirent  les  ex- 
periences faites  par  M.  Wanklyn  et  d'autres  chimistes  anglais  en  trai- 
tant  les  substances  organiques  azotees  avec  de  la  potasse  et  de  I'hyper- 
manganate  de  potasse.  Ges  recherches  ont  montre  que  seulement  une 
partie,  meme  assez  variante  de  I'azote  des  substances  proteiques  se 
transforme  en  ammoniaque,  tandis  que  Tasparagine  et  quelques  autres 
corps  amides  degagent  de  cette  maniere  toute  leur  teneur  en  azote. 
Apres  quelques  recherches  infructueuses ,  Kjeldahl  essaya  de  proceder 
a  I'oxydation  dans  une  solution  acide,  s'imaginant  que  I'ammoniaque 
aurait  alors  une  plus  grande  tendance  a  se  former.  L'application 
d'acide  attenue  au  lieu  de  potasse  donna  aussitot  un  meilleur  resultat. 
Un  succes  complet  ne  fut  pourtant  obtenu  qu'a  I'emploi  d'acide  sul- 
furique  concentre  chauffe  jusqu'a  une  temperature  voisine  de  celle  du 
point  d'ebullition  et  en  ajoutant  ensuite  de  I'hypermanganate  seche. 
Gette  idee,  bien  proche  comme  toute  idee  geniale  peut-etre,  survint 
comme  un  eclair;  mais  il  resta  encore  un  grand  travail  penible: 
I'elaboration  et  le  controlage  de  la  methode.  Kjeldahl  mit  egalement 
bien  du  temps  a  I'adaption  de  la  methode  iodometrique  au  dosage  de 
I'ammoniaque  formee  pendant  la  decomposition;  cette  partie  de  la  me- 
thode est  d'ailleurs  une  chose  a  part  qui  n'a  pas  trouve  d'application 
partout. 

La  methode,  telle  qu'elle  parut  en  sa  forme  originate,  marqua 
un  progres  enorme.  II  se  leva  aussitot,  surtout  dans  des  periodiques 
allemands,  des  discussions  sur  I'exactitude  de  la  methode,  lesquelles 
amenerent,  avec  les  experiences  ulterieures  faites  au  laboratoire  de 
Garlsberg,  quelques  petits  perfectionnements  dans  la  distillation  et  le 
dosage  iodometrique^).  II  faut  remarquer  que  les  chimistes  alle- 
mands ont  contribue  au  developpement  de  la  methode,  comme  en 
ajoutant  de  I'oxyde  cuprique  a  I'acide  sulfurique,  ce  qui  accelere  et 
augmente  son  action  sur  la  substance  organique,  de  sorte  qu'on  peut 
souvent  se  passer  tout  a  fait  de  I'hypermanganate.  L'adaption  de  la 
methode  aux  nitrates  ou  aux  composes  nitriques  est,  comme  on  sait, 
une  augmentation  importante  de  la  valeur  nitrique   de  la  methode. 


1)  Garlsb.  Lab.  Medd.  2,  323—329  (Resume  p.  193)  et  2,  330—331  (Resume 
p.  197),  1888. 


Ill 


En  meme  temps  que  la  methode  Kjeldahl  est  devenue  un  instru- 
ment precieux  aux  etudes  chimico-physiologiques,  elle  a  I'int^ret  direct 
de  prouver  que  les  matieres  proteiques  ne  contiennent  pas  de  groupes 
„azo-",   flnitro-"   et  ^nitroso-". 

Dans  les  recherches  continuees  de  Kjeldahl,  la  methode  mentionnee 
a  joue  un  role  moins  grand  qu'il  n'avait  compte.  Ses  etudes  sur  les 
transformations  des  matieres  proteiques  ne  furent  pas  reprises  quoiqu'il 
en  projetat  et  qu'il  executat  de  temps  a  autre  des  travaux  pre- 
paratoires  concernant  surtout  la  presence  et  I'effet  des  diastases  pro- 
teolytiques.  Apres  s'etre  occupe,  pendant  les  premieres  annees  de 
son  s^jour  a  Garlsberg,  du  dosage  de  I'alcool  et  des  matieres  solides 
de  la  biere  et  du  mout,  surtout  en  vue  des  questions  de  controle 
techniques^),  Kjeldahl  passa  bientot  a  des  recherches  d'un  interet 
plus  scientifique.  En  1879  et  1881  parurent  ses  recherches  remar- 
quables^)  sur  les  diastases  hydrolysantes  des  hydrates  de  carbone, 
travaux  consideres  comme  initiateurs  a  certains  points,  les  recherches 
sur  les  conditions  influant  sur  Paction  des  diastases  ayant  ete ,  jus- 
que  la ,  rares  et  eparses.  Kjeldahl  traite  d'une  maniere  methodique 
et  exacte  des  questions  de  cet  ordre  surtout  Taction  de  la  tempera- 
ture et  de  certains  reactifs  sur  Taction  des  diastases.  II  obtient  par 
la  des  resultats  tres  importants  pour  arriver  a  comprendre  les  lois 
generales  de  la  dependance  de  conditions  externes  de  Taction  de  la 
diastase.  Ses  developpements  concernant  le  mesurage  du  pouvoir  dia- 
stasique  ont  beaucoup  contribue  a  Teclaircissement  de  ces  questions. 
La  consideration  dont  jouissent  ces  recherches  se  voit  clairement  en  ce 
qu'on  les  cite  encore  toujours  dans  tous  les  bons  ouvrages  traitant  les 
diastases,  comme  le  nouveau  manuel  de  M.  Duclaux  et  surtout  le  traite 
de  M.  Bourquelot  (Ferments  solubles,  1896)  si  consciencieux  au  point 
de  vue  de  bibliographie  critique.  —  D'un  autre  cote,  on  s'etonne  de 
la  place  bien  modeste  reservee  aux  recherches  de  Kjeldahl  dans  Touvrage 
recent  de  M.  Oppenheimer:  Die  Fermente  und  ihre  Wirkungen,  avec  ses 
listes  de  litterature  surabondantes.  II  s'y  trouve  cependant  des  inex- 
actitudes qui  auraient  ete  evitees  par  une  veritable  connaissance  des 
recherches  de  Kjeldahl. 

Dans  la  premiere  partie  de  ses  memoires  sur  les  diastases,  Kjel- 
dahl rend  compte  aussi  d'un  perfectionnement  de   la   modification   faite 


1)  Carlsb.  Lab.  Medd.  1,  1—39  (Resume  p.  12—21)  1878. 

2)  Carlsb.  Lab.  Medd.  1,  107—184;  331—338  (Resume  p.  109  et  p.  186). 
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par  M.  Reischauer  du  titrage  du  sucre  de  M.  Fehling.  Depuis,  il  a 
prefere  la  methode  plus  exacte  de  peser  le  precipite  cuprique. 

L'etude  des  diastases  menlionnees  amena  Kjeldahl  a  des  recherches 
physiologiques  sur  la  transformation  des  hydrates  de  carbone  pendant 
la  germination,  ainsi  qu'a  des  questions  purement  chimiques,  telles  que 
le  dosage  simultane  des  divers  sucres. 

En  1881,  en  meme  temps  que  ses  „  Etudes  sur  I'invertine"  paru- 
rent  ]es  Recherches  sur  les  hydrates  de  carbone  de  Torge  et  le  malt 
specialement  au  point  de  vue  de  la  presence  du  sucre  de  canne^). 
Outre  la  decouverte  d'une  polysaccharide  nouvelle,  qu'on  ne  parvint 
cependant  pas  a  isoler  en  etat  pur  (I'Amylane,  isolee  presque  en 
meme  temps  par  M.  O'Sullivan)  cet  ouvrage  contient  ce  renseignement 
important  qu'il  se  forme  pendant  la  germination  de  I'orge  une  grande 
quantite  de  sucre  de  canne,  qui  se  dedouble  ensuite  en  glycose  et 
fructose.  L'auteur  y  montre  encore  combien  cette  hydrolyse  se  fait 
facilement,  si  les  organes  en  question  sont  tritures  dans  de  I'eau,  pro- 
cede  analytique,  comme  on  sait,  tres  repandu  il  y  a  une  vingtaine 
d'annees.  II  faut  remarquer  que  c'est  seulement  par  I'addition  de  sub- 
stances detruisant  les  diastases  ou  qui  en  empechent  Faction  qu'on 
obtient  une  analyse  correspondante  a  la  teneur  reelle  de  la  plante  en 
substance  hydrolysable.  La  trituration  des  matieres  vegetates  avec  Tad- 
dition  de  carbonate  de  baryte  en  ajoutant  de  I'alcool  concentre  et 
chauffant  ensuite  est  un  procede  de  grande  importance  qui  parait  dater 
des  recherches  de  Kjeldahl  —  du  moins  cette  methode  y  trouve  un 
fondement  reel.  II  parait  cependant  que  ce  memoire  est  moins  connu 
parmi  les  physiologistes  qu'il  merite  de  I'etre.  Dans  I'ouvrage  en  que- 
stion, l'auteur  cherche  de  meme  a  faire  le  dosage  simultane  de  divers 
sucres,  probleme  dont  il  continua  de  s'occuper  et  qui  en  partie  ont 
cause  son  memoire  dernier  „  Recherches  sur  Taction  sur  le  sucre  des 
solutions  cuivriques  alcalines"  ^).  Dans  cet  ouvrage  important,  Kjeldahl 
indique  chez  les  methodes  d'analyse  reposant  sur  la  reduction  de  la 
solution  cuivrique,  une  cause  d'erreur  jusqu'ici  inaperque.  Meme 
apres  les  ameliorations  de  la  methode  faites  par  M.  Maercker,  M.  Ailihn 
et  d'autres,  il  fallut  dire  que  la  concordance  des  dosages  executes  par 
differents  chimistes  dans  differents  laboratoires  laissaient  beaucoup  a 
d^sirer  tandis  que  I'accord  de  deux  dosages  paralleles  executes  au  meme 
laboratoire  s'etablit  d'une  facilite  frappante.     Kjeldahl  prouve  clairement 


^)  Carlsb.  Lnb.  Medd.  1,  339-379  (Resume  p.  189 j. 

')  Garish.  Lab.  Medd.  4,   1—62  (Resume  p.  1-19)   1895. 


que  les  divergences  mentionnees  dependent  de  I'acces  plus  ou  njoins 
facile  de  I'oxygene  au  liquide  pendant  la  reaction:  c'est  que  la  quantite 
d'oxydule  cuprique  precipite  diminue  (a  I'acc^s  de  I'oxygene)  au  meme 
degre  qu'il  est  facile  a  I'oxygene  de  penetrer.  La  reforme  radicale  de 
la  methode  amenee  par  cette  decouverte  fut  done  le  chauffage  du  li- 
quide en  question  dans  un  courant  d'hydrogene.  On  obtient  de  cetle 
maniere  beaucoup  plus  d'exactitude  que  par  le  procede  ordinaire.  II 
est  evident  que  les  tableaux  faits  auparavant  par  differents  savants  sur 
le  rapport  chez  les  divers  sucres  entre  la  quantite  d'oxydule  cuprique 
precipite  et  la  quantite  de  sucre  present  durent  subir  une  revision,  et 
Kjeldahl  a  egalement  fait  ce  travail.  On  a  conteste  I'importance  pour 
la  pratique  analytique  de  ces  tableaux  ayant  trait  seulement  aux  sucres 
purs,  mais  I'essence  meme  de  la  chose:  I'exclusion  de  I'oxygene  du  li- 
quide cuivrique  pendant  la  reaction,  a  ete  absolument  confirmee  et  on 
doit  a  Kjeldahl  i'honneur  d'un  progres  remarquable  de  Tanalyse  du 
sucre.  La  reaction  mentionnee  a  d'ailleurs  ete  I'objet  de  recherches 
speciales  de  Kjeldahl.  11  trouva,  qu^en  appliquant  le  liquide  Soldaini  a 
I'oxydation  du  glycose  il  se  forme  en  grande  quantite  de  I'acide  mes- 
oxalique.  La  continuation  de  ces  recherches  fournirait  sans  doute  des 
renseignements  bien  interessants. 

Kjeldahl  se  livra  avec  un  interet  tout  particulier  a  I'etude  du  pou- 
voir  rotatoire  des  matieres  proteiques  vegetales  et  de  leur  solubilite 
dans  de  I'alcool  de  concentration  differente.  II  n'a  public  sur  ces 
matieres  qu'une  communication  donnee  au  congres  des  naturalistes 
scandinaves  en  1892,  laquelle  se  trouve  dans  le  present  livraison  des 
Gomptes  rendus  du  laboratoire  de  Garlsberg.  Gitons  comnie  exemple 
des  resultats,  que  toutes  preparations  de  matieres  proteiques  qui,  ex- 
traites  a  I'aide  d'alcool  a  55  p.  c.  et  precipitees  par  un  refroidissement 
a  temperature  tres  basse,  peuvent  etre  gagnees  de  la  farine  de  fro- 
ment,  avaient  pour  ainsi  dire  a  peu  pres  la  meme  teneur  en  azote 
(moy.  17,25  p.  c.)  et  en  carbone  (env.  52  p.  c.)  et  qu'elles  avaient 
toutes,  dissoutes  dans  de  I'alcool  a  55  p.  c.  un  pouvoir  rotatoire 
[a]D  =  -^  92^.  Ge  nombre  dernier  se  montra  remarquablement  cons- 
tant meme  pour  les  preparations  de  bles  de  zones  tres  differentes  et  de 
toutes  les  quatre  annees  dont  la  recolte  avait  ete  analysee  jusqu'a  1892. 
II  parait  ressortir  de  ce  fait  que  la  farine  de  froment  ne  renferme 
qu'une  seule  matiere  proteique  soluble  dans  I'alcool,  et  non  pas  trois 
matieres  differentes  comme  etait  d'avis  iM.  Ritthausen.  Des  recherches 
analogues  donnerent  chez  la  matiere  proteique  du  seigle  soluble  dans 
I'alcool:    [ce] o  =  -^-  1 2 1  ^.     Ici,    Kjeldahl    a   commence    des    recherches 
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d'un  grand  interet  chimico-biologique  qui  contribueront  a  frayer  le 
ehemin  a  une  caracteristique  plus  exacte  des  modifications  speciales  des 
matieres  vegetales  les  plus  repandues. 

Kjeldahl  attribua  un  grand  interet  a  ces  recherches.  On  ne  saura 
dire,  si,  en  poursuivant  ces  etudes,  il  aura  rencontre  des  difficultes 
particulieres  qui  ont  retarde  la  marche  des  recherches,  il  est  toujours 
deplorable  que  huit  ans  se  soient  passees  sans  amener  de  plus  amples 
publications. 

Outre  les  travaux  mentionnes  plus  haut  qui,  pour  une  partie,  sont 
du  meme  ordre,  Kjeldahl  a  pubhe  quelques  petits  memoires:  sur  la 
neurine  comme  element  de  la  biere^),  quelques  remarques  sur  I'emploi 
de  I'oxyde  de  mercure  dans  I'analyse  elementaire  des  substances  or- 
ganiques^).  Dans  ce  memoire  se  trouve  encore  la  description  d'un 
ballon  de  decomposition  perfectionne. 

En  regardant  I'oeuvre  de  Kjeldahl,  on  y  aperc^oit  partout  une  ten- 
dance au  developpement  des  methodes  exactes.  Aussi  la  grande  con- 
sideration dont  jouit  Kjeldahl  est-elle  due  a  sa  qualite  de  createur  de 
methodes  analytiques  excellentes.  Sa  predilection  pour  les  precedes 
methodiques  correspond  a  son  vif  interet  pour  la  physique  dont  il  ap- 
preciait  la  methodologie  exacte. 

Pendant  sa  jeunesse,  il  se  livrait  tout  autant  aux  etudes  physiques 
qu'aux  etudes  chimiques.  Dans  ses  premieres  annees  a  Garlsberg,  il  s'oc- 
cupait  encore  de  temps  en  temps  d'etudes  egalement  methodologiques  de 
certaines  questions  concernant  I'electricite;  plus  tard,  il  suivait  avec  grand 
interet  le  developpement  de  la  chimie  physique  moderne.  Comme  on  le 
pense  bien,  I'indication  de  M.  Hill  que  Taction  de  la  maltase  serait  nette- 
ment  reversible,  I'int^ressa  vivement.  Les  recherches  provisoires  qu'il  fit 
faire  a  cette  occasion  ne  donnerent  qu'un  resultat  negatif,  ce  qui  ne 
prouve  cependant  pas  que  M.  Hill  aurait  tort.  II  est  vrai  que  les  re- 
cherches de  Kjeldahl  sur  I'amylase  de  malt  lui  donnerent  la  conviction 
que  meme  une  accumulation  considerable  des  produits  de  Thydrolyse 
reste  sans  action  sur  Taction  de  la  diastase  en  question.  A  juger  de 
la,  on  citerait  peut-etre  ces  recherches  en  defaveur  de  celles  de  M.  Hill. 
Malheureusement,  nous  regrettons  la  participation  de  Kjeldahl  a  Tetude 
de  ces  questions  importantes,  traitees,  a  ce  qu'il  parait,  souvent  un  peu 
legerement  par  les  adherents  comme  par  les  adversaires  de  la  maniere 
de  voir  de  M.  Hill. 


1)  Garlsb.  Lab.  Medd.  3,  79—87  (Resume  p.  67)  1891. 
')  Garlsb.  Lab.  Medd.  3,  110—121  (Resume  p.  98)  1891. 
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Johan  Gustav  Christoffer  Thorsager  Kjeldahl,  ne  le  16  aout  1849, 
6tait  fils  de  M.  Kjeldahl,  medecin  a  Jaegerspris  dans  le  Seeland  du  nord 
et  de  sa  femme,  nee  Lohmann.  En  1867,  il  passa  son  baccalaureat 
au.  college  de  Roskilde  et  en  1873,  en  achevant  ses  etudes  a  TEcole 
superieure  des  arts  et  metiers  a  Gopenhague,  il  y  rec^ut  la  note  supe- 
rieure.  La  meme  annee  il  fut  preparateur  chez  M.  le  professeur  Barfoed 
au  laboratoire  chimique  de  I'Academie  royale  d'Agriculture  de  Gopenhague 
en  meme  temps  qu'il  assistait  quelquefois  aux  experiences  de  M.  Fjord. 
M.  Barfoed  presenta  Kjeldahl  a  M.  J-G.  Jacobsen,  le  fondateur  du  labora- 
toire de  Garlsberg,  lequel  I'engagea  comme  chimiste  des  le  l.mail87o. 
Peu  de  temps  apres,  a  la  creation  du  Fonds  de  Garlsberg,  I'administra- 
tion  du  laboratoire  passa  a  cette  institution,  et  Kjeldahl  fut  nomme  chef 
de  la  section  chimique  a  partir  du  1.  octobre  1876.  Son  oeuvre  pen- 
dant les  25  ans  qu'il  passa  a  Garlsberg  a  ete  mentionnee  plus  haut. 
Ajoutons  ici  qu'il  lui  etait  toujours  un  veritable  plaisir  de  contribuer  a 
ce  que  les  jeunes  gens  qui  lui  etaient  attaches  pussent  se  perfectionner 
dans  leurs  etudes  scientifiques  ou  techniques.  II  leur  accorda  ainsi  avec 
liberahte  du  temps  pour  des  travaux  personnels  et  les  aidait  de  ses 
conseils  de  la  maniere  la  plus  bienveillante.  Des  techniciens  et  des 
savants  hors  du  personnel  du  laboratoire  ont  quelquefois  travaille  sous 
la  direction  de  Kjeldahl  et  ont  joui  de  ses  connaissances  etendues. 

En  1890,  Kjeldahl  fut  elu  membre  de  I'Academie  Royale  des 
Sciences  et  des  Lettres  de  Danemark,  en  1892  de  I'Academie  des 
Sciences  de  Ghristiania,  la  meme  annee  il  recut  le  titre  de  „ Professor". 
En  1894  il  fut  nomme  docteur  es  sciences  honoraire  a  I'Universite 
de  Gopenhague,  et  en  1898,  il  requt  le  croix  de  chevalier  de  I'ordre 
du  Danebrog. 

Souffrant  depuis  quelques  annees  d'une  certaine  depression  morale, 
sorte  d'epuisement  du  cerveau  sans  doute,  dont  il  paraissait  presque 
retabli  apres  un  sejour  dans  le  Midi  et  en  Norvege,  Kjeldahl  mourut 
subitement  en  se  baignant  a  la  plage  de  Tisvilde,  en  Seeland.  Un  coup 
de  sang  termina  sa  vie. 

Depuis  bien  des  annees  deja,  Kjeldahl  souffrait  de  temps  a  autre 
d'une  fatigue  morale  qui  I'empechait  dans  ces  travaux  scientifiques.  Ge 
fut  pendant  de  telles  crises  surtout  qu'il  regrettait,  a  cote  de  ses  re- 
cherches  au  laboratoire,  le  bienfait  stimulant  qu'amene  les  devoirs 
d'un  professeur  charge  de  cours  regies.  Son  esprit  petillant,  son 
amour  de  Part  et  de  la  litterature  s'empara  pour  ainsi  dire  d'une 
partie  de  ses  forces.  Ajoutez  a  cela  une  sante  un  peu  delicate,  et 
Ton  comprendra  qu'il  lui  etait  impossible  de  poursuivre  ses  recherches 
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avec  un  zele  soutenu,  imperturbable.  G'etait  un  homme  de  genie 
une  nature  riche,  il  ne  fut  jamais  un  travailleur  proprement  dit.  Aussi 
ses  travaux  ne  furent-ils  pas  considerables  corame  quantite,  mais  sa 
production  etait  toujours  de  premier  ordre. 

Pour  la  science,  le  deces  de  Kjeldahl  signifie  done  la  perte  d'un  talent 
superieur  et  original,  qui  a  rendu  honneur  a  notre  petite  patrie;  ses 
amis  regrettent  la  perte  d'une  personnalite  noble  et  distinguee.  Kjeldahl 
etait  aimee  de  tous  ceux  qui  eurent  le  bonheur  de  le  connaitre. 


W.   JOHANNSEN. 


Eecherches  sur  le  pouvoir  rotatoire  de  quelques 
matieres  proteiqiies  yegetales. 

Par 
J.  Kjeldahl. 

Communication  presentee  au  Congres  des  Naturalistes  Scandinaves  a 

Gopenhague  1892. 


-Lies  matieres  proteiques  se  transformant  souvent  tres  vite  sous 
Taction  de  dissolvants  acides  et  surtout  alcaliques,  il  faut,  pour  gagner 
ces  matieres  en  un  etat  non  altere,  tacher  autant  que  possible  d'em- 
ployer  des  dissolvants  neutres.  Les  matieres  proteiques  vegetales  s'en 
laissent  ordinairement  peu  influer,  sauf  les  globulines  solubles  dans  de 
I'eau  salee  lesquelles  sont  generalement  present es  en  tres  petite  quan- 
tite.  Encore  une  exception  est  formee  par  les  grains  des  divers  bles 
contenant  en  grande  quantite  un  certain  groupe  de  matieres  protei- 
ques: les  matieres  proteiques  du  gluten,  solubles  dans  de  I'alcool  dilue, 
insolubles  dans  I'alcool  pur  et  dans  I'eau  et  par  consequent  facilement 
accessibles.  Aussi  ont  elles  ete  I'objet  de  recherches  tres  nombreuses, 
parmi  lesquelles  celles  de  M.  Ritthausen  (Die  Eiweisskorper  der  Getreide- 
arten  und  der  Oelsamen  1872)  ont  ete  particulierement  detaillees  et 
ont  prealablement  termine  les  traitements  de  ce  sujet. 

La  caracterisation  de  I'individualite  chimique  des  matieres  protei- 
ques compte  parmi  les  problemes  difficiles  a  resoudre.  Les  rapports 
de  solubilite  et  les  qualites  physiques  n'offrent  aucun  point  d'appui  fixe. 
Leur  composition  elementaire  n'est  pas  non  plus  toujours  decisive,  a 
cause  du  peu  de  difference  qui  se  trouve  a  cet  egard  entre  les  matieres 
proteiques  en  tout.  En  examinant  les  chiffres  de  M.  Ritthausen,  on 
trouve  souvent  plus  de  divergence  entre  les  differentes  analyses  de  la 
meme  substance  .qu'entre  les  analyses  de  matieres  pretendues  diverses. 
La  nature  et  les  proportions  quantitatives  des  produits  obtenus  de  la 
decomposition  par  ebullition  en  presence  d'acide    dilue    servent   souvent 
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d 'indication,  mais  la  separation  quantitative  de  ces  produits  ne  se  laisse 
pas  accomplir  a  cause  de  leur  solubilite  facile. 

Un  criterium  assez  utile,  jusqu'ici  apparemment  peu  employe  a  la 
caracterisation  de  ces  matieres  est  fourni  par  le  pouvoir  rotatoire  op- 
tique.  Les  matieres  proteiques  du  gluten,  comme  toutes  les  matieres 
proteiques,  faisant  tourner  la  lumiere  polarisee  fortement  a  gauche,  et 
I'indice  [«]d  etant  tres  variable  memes  chez  des  substances  d'ailleurs 
parentes,  il  serait  a  esperer  qu'on  y  trouverait  un  moyen  de  faire  des 
separations  dans  ce  groupe. 

Mes  recherches  ont  particulierement  regarde  la  farine  de  froment 
qui  contient  la  plus  grande  quantite  des  substances  mentionnees  et  qui, 
par  M.  Ritthausen  et  d'autres,  ont  ete  le  plus  specialement  traitee.  J*ai 
trouve  que  la  quantite  des  matieres  proteiques  extraite  par  I'alcool 
dilue  depend  entierement  de  la  concentration  de  cet  alcool.  Si  Ton 
marque  les  resultats  obtenus  sur  un  scheme  graphique  dont  les  ab- 
scisses indiquent  la  concentration  de  I'alcool  (0  a  100  p.  c.)  et  les  ordi- 
nees  I'azote  dissous  (en  p.  c.  d'azote  total)  la  courbe  montrera  un 
minimum  a  20  p.  c.  d'alcool ,  un  maximum  a  55  p.  c. ,  tandis  qu'a 
90  p.  c.  elle  se  rapprochera  a  la  ligne  des  abscisses.  Au  contraire,  la 
quantite  d'azote  dissous  ne  depend  que  peu  de  la  quantite  d'alcool 
employee,  de  la  duree  de  Paction  et  meme  de  la  temperature.  En  tout 
cas,  I'alcool  a  55  p.  c.  bouillant  n'en  extrait  guere  plus  de  la  farine 
fine  que  I'alcool  de  temperature  ordinaire.  Des  extractions  ne  furent 
done  executees  qu'avec  de  I'alcool  a  55  p.  c.  de  temperature  ordinaire. 
Presque  toujours,  la  matiere  proteique  fut  gagnee  par  refroidissement 
de  cette  solution  au  moyen  d'un  melange  refrigerant.  La  substance 
fut  plusieurs  fois  dissoute  et  ensuite  encore  precipitee  par  refroidisse- 
ment. Enfm  la  matiere  proteique  fut  precipite  par  de  I'alcool  absolu 
en  grande  quantite,  traitee  avec  de  I'ether  et  sechee  dans  le  vide. 
Une  precipitation  fractionnee  eut  lieu  par  refroidissement  a  des  tempera- 
tures decroissantes  hmitees,  par  ex.  de  16^  —  5^,  de  5^—0^,  de  0^  — 
-7-10^,  une  seule  fois  par  distillation  fractionnee  de  I'alcool. 

Sauf  quelques  rares  exceptions,  toutes  les  preparations  continrent 
17,25  p.  c.  Az  et  environ  52  p.  c.  G  et  possederent,  dissoutes  dans  de 
I'alcool  a  55  p.  c.  un  pouvoir  rotatoire  [«]D=-r^92^.  Ce  nombre  est 
remarquablement  stable,  de  sorte  qu'on  ne  le  trouve  pas  seulement 
chez  toutes  les  fractions  mentionnees,  mais  aussi  chez  toutes  les  pre- 
parations gagnees  des  echantillons  du  froment  venu  des  zones  les  plus 
differentes  (de  Danube,  de  Californie,  de  Danemark)  et  provenants  des 
quatre   annees   dont  j'ai   eu   jusqu'ici   I'occasion  d'analyser  les  recoltes. 
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Ceci  surtout  paratt  indiquer  que  le  froment  ne  renferme  qu'une  seule 
matiere  proteique  soluble  dans  I'alcool,  tandis  que  M.  Ritthausen,  comme 
on  salt,  en  suppose  la  presence  de  trois  (fibrine,  gliadine,  mucedine). 

La  rotation  optique  de  cette  matiere  proteique  dissoute  dans  I'acide 
acetique  depend  essentiellement  de  la  concentration  de  I'acide.  Une 
dissolution  par  I'acide  glaciale  montre  [«]£>=  -f-81^,  par  I'acide 
acetique  tres  dilue  (de  5  p.  c.  descendant  jusqu'a  1  p.  m.)  on  trouve 
[«]d=  -5-111.  Chez  les  solutions  dans  des  alcaliques  fort  dilues  [«]d 
parait  avoir  la  meme  valeur  que  dans  les  solutions  d'acide  attenue. 
En  appliquant  du  phenol,  [«]£>  se  trouve  env. -f-130^  a  une  tempera- 
ture de  40  degres. 

Chez  la  farine  de  seigle,  la  courbe  de  solubilite  presente  le  meme 
aspect  que  chez  la  farine  de  froment.  Ici,  I'alcool  a  55  p.  c.  dissout 
de  meme  un  peu  plus  que  la  moitie  de  I'azote.  La  glutine  de  seigle 
s'isole  facilement  en  etat  pur,  et  le  rendement  en  est  considerable.  On 
trouve  ici  chez  les  solutions  dans  I'alcool  a  55  p.  c.  [^<]d  = -f- 121  ^, 
dans  des  acides  dilues  (acide  acetique  ou  acide  chlorydrique)  [r/.]D  = 
-~  144^,  dans  I'acide  glacial  [<«]d  =  -^  105^  dans  le  phenol,  a  la 
temperature  de  40^  [«]d  =r  h-  157 ^     Az  =  17,20  p.  c.    G  =  53,6  p.  c. 

La  courbe  de  solubilite  de  la  farine  d'orge  est  identique  aux  pre- 
cedantes;  la  quantite  d'azote  soluble  dans  I'alcool  a  55  p.  c.  ne  fait 
ici  que  la  moitie  de  la  substance  entiere.     Az=  16,52  p.  c.    0  =  53,0. 


['^]d 


111^  dans  I'alcool  a  55  p.  c. 
=  -^'  130^  dans  I'acide  acetique  dilue. 
149^  dans  le  phenol. 


La  valeur  d'[a]D  est  bien  moins  stable  que  celle  des  bles  mentionnes. 

La  farine  d'avoine  rend  le  plus  de  glutine  a  I'alcool  a  60  p.  c, 
relativement  peu  du  reste  et  la  glutine  passe  facilement  a  un  etat  in- 
soluble. Les  solutions  vineuses  ne  se  laissaient  pas  jusqu'ici  gagner 
assez  limpides  pour  faire  la  polarisation.  Dans  I'acide  acetique  dilue 
€t  dans  la  sonde  on  trouvait  [«]d  = -j- 83^  (?). 

La  courbe  de  solubilite  de  la  farine  de  mai's  differe  completement 
des  precedantes  en  ce  qu'il  a  son  maximum  a  40  —  50  p.  c.  d'alcool, 
tandis  que  son  minimum  se  trouve  a  75  —  85  p.  c.  Aussi  la  matiere 
proteique  ne  pent  pas  etre  gagne  par  refroidissement  mais  seulement 
par  precipitation  avec  de  I'eau.  Dans  I'alcool  a  75  p.  c.  [«]d=  -^35°, 
dans  I'acide  glacial  =  -t-28*^;  dans  I'acide  acetique  dilue,  cette  matiere 
proteique  n'est  pas  soluble  en  liqueur  limpide. 

L'addition  de  sels  aux  dissolvants  est  d'action  differente.    Les  solu- 
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lions  dans  I'acide  acetique  attenue  sont  precipites  quantitativement  par 
I'addition  d'un  peu  de  sel  gemme.  Une  tres  petite  quantite  de  ce  sel 
(et  d'autres  sels)  produit  une  diminution  de  I'indice  [«]d  (la  glutine  de 
seigle  par  ex.  dans  I'acide  acetique  dilue  seul  donne  [«]d  = -=- 144^, 
avec  0,1  p.  c.  NaGl=  -^  136^  avce  0,2  p.  c.  =^  -^  ISS^). 

L'addition  de  sels  a  I'alcool  dilue  produit  un  effet  contraire:  L'al- 
cool  a  55  p.  c.  sature  avec  du  sel  marin  (9  p.  c.)  et  surtout  sature  a 
demi  avec  de  la  chlorure  de  calcium  (env.  16  p.  c.)  a  bien  plus  de  pou- 
voir  dissolvant  que  I'alcool  pur,  tandis  que  le  pouvoir  rotatoire  de  cette 
sorte  de  solutions  parait  depasser  un  peu  le  degre  de  rotation  normal. 
Ainsi,  la  glutine  de  froment  donna,  dans  de  I'alcool  a  55  sature  avec 
du  sel  commun:  [a]D=-f-95^  (au  lieu  de-^92^).  De  cette  maniere, 
se  dissolvent  bien  des  matieres  proteiques  autrement  insolubles  dans 
de  I'alcool  dilue  par  ex.  la  conglutine,  la  legumine  de  pois  et  la  ca- 
seine  de  lait  de  vache. 


Recherches  sur  la  physiologie  et  la  morphologie  des 

ferments  alcooliques 

Par 
Emil  Chr.  Hansen. 

X. 
La  variation  des  Sacciiaromyces. 


1.    Introduction. 

Uurant  ces  dernieres  annees,  les  microorganismes  se  sont  presque 
fait  une  mauvaise  reputation  de  variabilite;  toutefois,  en  y  regardant 
de  pres,  on  les  trouve  a  peine  plus  variables  que  les  vegetaux  supe- 
rieurs;  mais  leurs  generations  se  produisent  avec  beaucoup  plus  de 
rapidite  et,  par  suite,  les  phenomenes  de  variation  apparaissent  aussi 
plus  vite.  Ici  Pexperinientateur  peut  etre  temoin  de  transformations 
remarquables  en  peu  de  temps.  En  pratique  il  y  a  plus,  car  les  mi- 
croorganismes nous  suscitent  par  leur  variation  plus  de  difficultes  que 
les  plantes  superieures.  Voulons-nous  definir  tel  ou  tel  microorgaiiisme, 
il  nous  faut  a  propos  de  chaque  caractere  faire  un  essai  special  de 
culture  et  ne  demander  qu'a  la  somme  des  caracteres  ainsi  obtenus 
les  renseignements  sur  I'espece  en  face  de  laquelle  nous  sommes.  Ici 
nous  n'avons  pas  I'habitus  comme  point  de  ralliement,  et  la  voie  qui 
nous  est  prescrite  est  consequemment  longue  et  penible. 

G'est  le  contraire  chez  les  Phanerogames :  leur  floraison  nous 
revele  d'un  seul  coup  les  caracteres  les  plus  importants.  11  est  vrai 
qu'on  y  trouve  aussi  des  variations:  ainsi  la  meme  plante  peut  pre- 
senter des  branches  a  feuilles  eparses  ou  opposees,  ainsi  que  de  gran- 
des  variations  dans  la  configuration  du  limbe,  et  Ton  peut  constater, 
pour  les  organes  floraux,  de  grandes  oscillations  a  I'egard  du  nombre, 
des  dimensions,  de  la  couleur  et  de  la  forme ;  mais  s'il  nous  manque 
quelqu'un  des  caracteres  essentiels,  nous  pouvons  aussitot  trouver  dans 
les  autres  un  point  de  repere,  sans  etre  forces  a  leur  appliquer  Tappel 
individuel  dans  des  experiences  souvent  longues,  comme  dans  le  cas  des 
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microorganismes.  Quant  au  sens,  les  variations  sont  essentiellement 
identiques  chez  les  Phanerogames  et  chez  les  Gryptogames. 

En  experimentant  assez  longtemps  sur  les  diverses  levures,  on  ob- 
serve inevitablement  toute  une  s6rie  de  variations  differentes.  Presque 
tous  mes  traites  appartenant  a  la  pr^sente  serie  viennent  a  I'appui  de 
cette  assertion,  depuis  le  premier,  paru  en  1881,  jusqu'au  present. 

Jusqu'en  1889,  nombre  de  mes  recherches  portaient  sur  I'etude 
des  Saccharomyces,  admis  que  chez  eux,  comme  chez  d'autres  orga- 
nismes,  il  se  produit  des  unites  systematiques  ayant  des  caracteres 
constants.  Puis  mes  etudes  experimentales  de  la  variation  sont  arri- 
vees  de  plus  en  plus  au  premier  plan,  et  ce  sont  leurs  resultats  que 
j'ai  publics  success ivement  dans  les  communications  suivantes: 

Ueber  die  in  dem  Schleimflusse  lebender  Baume  beobachteten  Mikro- 
organismen.  (Gentralbl.  f.  Bakt.  u.  Parasitenk.  V,  664  (1889)). 

Production  de  varietes  chez  les  Saccharomyces.  (Ann.  de  Micro- 
graphie  II,  214  (1890)). 

Experimental  studies  on  the  variation  of  yeast-cells.  (Ann.  of  Botany. 
IX,  549  (1895)). 

Enfin,  deux  conferences  faites  aux  assemblees  des  brasseurs  tenues  en 
1896  a  Gopenhague  (Forhandlingerne  paa  det  tredie  danske 
Bryggerimode)  et  en  1897  a  Stockholm  (Svenska  Bryggare- 
foren.  Manadsblad). 

Mes  recherches  sur  les  sujets  en  question  se  trouvent  done  dis- 
seminees  dans  diverses  publications  et,  comme  elles  couvrent  un  laps 
de  temps  considerable,  les  observations  et  les  resultats  qui  devraient 
tigurer  ensemble,  sont  separes.  Dans  le  paragraphe  suivant  je  me 
propose  de  donner  un  resume  succinct  de  ces  travaux  et  de  reunir 
les  elements  concordants ;  j'y  joins  en  outre  de  nouvelles  recherches 
que  j'ai  eu  1 'occasion  de  faire  depuis  les  dernieres  publications.  Dans 
la  plupart  des  points  ce  sera  plus  que  la  somme  des  resultats  de  mes 
recherches  sur  ce  terrain:  ce  sera  la  conclusion.  Les  recherches  du 
paragraphe  en  question  comprennent  les  questions  suivantes:  forme  des 
cellules,  formation  des  spores  et  bourgeonnement,  ainsi  que  les  actions 
chimiques  et  enfm  la  variation  de  la  levure  de  brasserie.  Quand  les 
recherches  susdites  se  trouvent  dans  le  „Gompte  rendu  du  Laboratoire 
de  Garlsberg",  ce  periodique  est  cit6;  mais,  s'agit-il  des  communi- 
cations provisoires  dont  on  a  parle  plus  haut,  on  se  contente  d'en 
indiquer  la  date  entre  parentheses. 

Le  troisieme  paragraphe  communique  mes  nouvelles  recherches 
sur  les  vari6t6s  sans  spores.  La  fin  de  mes  recherches  sur  la  varia- 
tion  sera    ult^rieurement    communiquee    dans    un    ou    deux    nouveaux 


memoires.      MM.  Nielsen,   Klocker   et   Schionning,    attaches    au 
Laboratoire,  m'ont  prete  leur  concours  pour  faire  les  analyses. 

2.    Aper9u  de  mes  premieres  reeherches  et   nouveaux  contingents 

a  ees  etudes. 

Forme  des  cellules. 
Le  point  de  depart  des  reeherches  sur  la  variation  doit  natu- 
rellement  etre  une  culture  absolument  pure,  bas6e  sur  une  cellule 
unique.  Toutefois,  meme  dans  une  pareille  culture,  le  microscope 
revele  immediatement  a  I'observateur  la  diversite  des  individus.  Telle 
cellule  ne  ressemble  pas  k  telle  autre.  On  peut  meme  en  dire  autant 
des  especes  qui,  comme  le  Saccharomyces  cerevisise  I,  presen- 
tent  les  individus  les  plus  uniformes.  Le  type  de  la  cellule  du  Sac- 
charomyces peut  se  modifier  depuis  la  forme  de  sphere  parfaite  jusqu'a 
celle  de  I'ovale,  jusqu'a  la  forme  d'un  oeuf  plus  ou  moins  en 
pointe,  d'un  boudin  allonge  ou  d'un  simulacre  de  bacterie.  La 
cellule  peut  se  ramifier  et  affecter  les  formes  les  plus  baroques.  Ges 
formes  peuvent  prendre  differentes  dimensions  et  se  retrouvent  dans 
toutes  les  especes;  chaque  individu  peut  fonder  une  vegetation,  com- 
posee  de  tons  les  types  susdits.  (Touchant  I'importance  de  ces  obser- 
vations pour  la  description  des  especes,  voir  Gompte  rendu  du 
Laborat.  Garlsberg  II,  pp.  37  et  U  (1883)). 

Dans  le  memoire  cite,  j'ai  egalement  fait  ressortir  la  variation  au 
point  de  vue  des  formes,  dimensions  et  nombre  des  spores  dans  la 
cellule  mere.  Hormis  les  especes  comme  le  Sacch.  anomalus, 
dont  les  spores  sont  en  forme  de  chapeau  ou  d'hemisphere,  les 
especes  figurent  en  general  a  spores  spheriques;  c'est  la  la  forme 
typique;  mais  il  n'est  pas  rare  qu'elle  passe  a  celle  de  rognon  ou 
d'oeuf;  le  Sacch.  membransefaciens  est  bien  I'espece  qui  presente 
la  plus  grande  variation  dans   les  sens  precites. 

Les  cellules  de  certaines  especes  ont  plus  de  tendance  que 
d'autres  a  prendre  les  formes  allongees;  c'est  ce  qu'on  peut  affirmer 
en  particulier  du  groupe  Sacch.  Pastorianus.  Au  debut  de 
revolution,  ce  sont  generalement  les  cellules  rondes,  les  ovales  et  les 
grandes  qui  predominent,  tandis  que  les  phases  ulterieures  abondent 
surtout  en  cellules  allong6es  et  en  petites.  Ghez  le  Sacch.  apicu- 
latus  j'ai  observe  (Gompte  rendu  du  Laborat.  Garlsberg  I,  172 
(1881))  que  les  cellules  citriformes  se  produisent  surtout  au  commencement 
du  bourgeonnement ,  et  prennent  alors  le  dessus.  Dans  les  cultures  a 
I'eau  et  a  la  gelatine  qui  ont  vieilh,  il  n'est  pas  rare  de  trouver  de 
petites  cellules  ressemblant  a  des  bacteries,    ainsi  que  des  cellules  d'un 


type  different  et  anormal.  On  constate  ces  faits,  non  seulement 
chez  cette  levure,  mais  encore  dans  d'autres  especes. 

Comme  on  pent  s'y  attendre,  les  spores  affaiblies  ou  celles  qui 
germent  dans  des  conditions  alimentaires  difficiles,  ne  donnent  non 
plus  que  des  cellules  generalement  petites.  En  pareils  cas  il  se  pent 
qu'on  ait  des  vegetations  tout  a  fait  differentes  des  normales.  Quant 
a  la  variation  due  a  la  fusion  des  spores,  voir  les  figures  du  Compte 
rendu  du  Laborat.  Garlsberg  III,  48  et  suiv.  (1891). 

La  grande  difference  entre  les  cellules  ordinaires  de  levure  de 
depot  donnees  par  une  espece  et  ses  cellules  de  voiles,  se  constate 
dans  les  figures  inserees  a  ce  Compte  rendu  de  1886.  Dans  les 
vieux  voiles  resultant  d'une  longue  culture  en  ballons  charges  de  mout. 


Fig    1.     Sacch.  Marxianus. 

Levure  de  depot  d'une  culture  d'un  jour  dans  le  mout  de  biere  a  envir.  25^0. 

Grossissement  lineaire  de  1000  fois. 


la  formation  de  colonies  a  cellules  allongees  devient  tres  apparente. 
Gela  est  vrai  de  toutes  les  especes,  meme  de  celles  qui,  comme  le 
Sacch.  cerevisiae  I,  se  distinguent,  a  leurs  premieres  phases  d'evo- 
lution,  par  la  formation  de  cellules  rondes  et  ovales.  Les  Saccharo- 
myces  peuvent  egalement  presenter,  dans  les  cultures  sur  gelatines 
nourricieres ,  des  colonies  a  cellules  allongees,  ce  qui  leur  donne 
fr^quemment  I'aspect  du  Monilia  Candida  (Compte  rendu  du 
Laborat.  Carlsberg  II,  154,  fig.  6  (1888))  et  celui  de  certains 
degres  d'evolution  des  Dematium,  Chalara  et  Oidium.  Les  Sacch. 
Marxianus,  Sacch.  membranaefaciens  et  Sacch.  Ludwigii 
appartiennent  aux  especes  qui  ont  une  propension  a  cette  formation. 
J'en  ai  donne  une  description  dans  le  Compte  rendu  du  Laborat. 
Garlsberg  II,  145  et  suiv.  (1888)  et  dans  le  memoire  precite  de 
1889.  Les  illustrations  suivantes  sont  nouvelles.  La  fig.  1  montre 
une  jeune  vegetation  du  Sacch.  Marxianus  provenant  d'une  culture 
en  mout.  En  la  semant  dans  la  gelatine  d'eau  de  levure,  on  obtint 
une  vegetation  comme  celle  de  la  fig.  2.  Une  pareille  evolution  eut 
Egalement  lieu  sur  gelatine  de  biere  basse  de  garde.    Les  deux  figures 


susdites   resultent  de    photographies   prises  par    M    Sch.onnmg.     La 
o™  "on    mycelienne     chez    le    Sacch.    Ludwign    dans   les    ve. 
lures   se   ^^it   en   fig.   3.     mme    dans    la    germmafon    des    v.edles 


/I 


Fio-    9.     Sacch.  Marxianus. 
V..«ation   dans  la   gelatine  d'eau  de  levure.    Culture  en  «>.    B   «  h 
.ous  ventilation  abondante;  temperature  ord,na,re.    Gross  s.ement  hneaire 

lOX)  fois. 


spores,  on  peut  avoir  des  formations  myceliennes  a  cloisons  transversa, 
les  (voir  mon  iUustrat.on  dans  le  Compte  rendu  du  Lahorat^ 
Carlsberg   111,    56    (1891)).     Si    I'on   transporte   dans   du   mout 


vegetations  ressemblant  a  des  Moisissures,  il  s'y  developpe   des  cellules 
qui  peu  a  peu  retounient  au  point  de  depart. 

En   general    il   subsiste    une   certaine   relation  numerique  entre  les 


I 
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Fig.  3.  Sacch.  Ludwigii. 
Formation  mycelienne  provenant  de  vieilles  cultures  dans  du  jus  de  cerises 
et  dans  Teau  de  levure.  I.  Cellule  de  levure  qui  a  pousse  un  bourgeon  en 
boudin,  separ6  de  la  cellule  mere  par  une  cloison  transversale.  II — IV.  My- 
celium ramifie  a  cloisons  transversales  tres  developpees.  V.  Cellule  myceli- 
enne a  ramifications,  mais  sans  cloison  transversale.     Grossissement  lineaire 

de  1000  fois. 


cellules  ovales  d'une  espece  et  celles  en  forme  de  boudin;  chez  les 
especes  appartenant  aux  groupes  Sacch.  cerevisiae  et  Sacch. 
ellipsoideus,  ce  sont,  comme  on  le  sait,  les  ovales  qui  predominent, 
tandis    que    les    boudins   ont  le    dessus   dans   les    especes    du    groupe 


Sacch.  Pastoriaiius.  G'est  la  la  regie,  mais  on  n'en  constate  pas 
moins,  en  certains  cas,  que  tel  type  determine  peut  persister  a  repa- 
raitre  durant  plusieurs  generations  et  plus  fortement  qu'a  I'ordinaire, 
en  sorte  que  les  vegetations  nouvellement  formees  en  reqoivent  un 
cachet  completement  stranger.  G'est  un  cas  de  ce  genre  que  j'ai 
decrit  dans  mes  Recherches  faites  dans  la  pratique  de  I'indus- 
trie  de  la  fermentation  (Gompte  rendu  du  Laborat.  Garl- 
sberg  II,   189  (1888)). 

Les  experiences  auxquelles  je  fais  allusion,  ont  ete  commencees 
avec  de  la  levure  basse  n°  1  de  Garlsberg  et  plus  tard  continuees  avec 
d'autres  especes  de  levure  basse  de  brasserie.  En  isolant  les  cellules 
dans  une  seule  et  meme  culture  pure,  j'ai  constate  que  j'obtenais  deux 
categories  de  vegetations  ayant  chacune  son  type  cellulaire  saillant: 
dans  I'une  c'etaient  les  cellules  ovales  qui   pr^dominaient,    dans   I'autre 
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Fig.  4.     Levure  basse  no  1  de  Garlsberg. 
Levure   de  depot  d'un  jour  en  mout  de  biere  a  env.  25*^  G.    Grossissement 

lineaire  de  1000  fois. 


celles  en  boudin.  Gette  derniere  vegetation  avait  done  un  aspect  tout 
a  fait  different  de  celui  qu'on  trouve  ordinairement  a  une  vegetation 
normale  de  I'espece  mentionnee.  Ici,  revolution  avait  suivi  une  ligne 
decidement  anormale,  qui  se  maintint  durant  plusieurs  cultures  en 
mout;  dans  un  cas,  il  se  passa  meme  pres  de  deux  mois  avant  que 
les  cellules  normales  eussent  repris  le  dessus  sur  celles  en  boudin. 
Le  type  sans  spores  que  j'ai  recemment  obtenu  par  la  culture,  men- 
tionnee plus  loin,  du  Sacch.  Pastorianus  II  sur  gelatine  de  mout 
a  25^  G.,  s'est  comports  d'une  mani^re  analogue;  car  les  vegetations 
qu'il  emit  dans  les  cultures  en  mout,  ressemblaient,  les  unes  a  celles 
du  groupe  Sacch.  ellipso  ideus,  les  autres  a  celles  du  groupe 
Sacch.  Pastorianus,  et  cette  difference  a  persiste  a  travers  un 
grand  nombre  de  cultures,  aussi  bien  a  la  temperature  ordinaire  qu'a 
250  G. 

J'ai   montr6    par   un    exemple  I'influence  de  la  temperature  sur  la 
forme  des  cellules  de  levure  basse  de  la  biere,  dans  le  Gompte  rendu 


Fig.  5.    Levure  basse  no  1  de  Garlsberg. 

V6g6tation  en  culture  en  mout  a  7°V2   C,  apr^s  .ensemencement  avec   des 

cellules    d'une   culture   en   solution  de  saccharose  qui  avait  sejourne  un  an  a 

la  temperature  ordinaire.    Grossissement  lineaire  de  1000  fois. 


du    Laboratoire    de    1883,   p.    42.     On    a    constate    que,    cultivees 
dans  le  mout  a  27°  eta  7^  V2  G.,  des  vegetations  qui  avaient  sejourn^ 
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pendant  un  an  dans  une  solution  de  saccharose  et  dans  le  mout, 
donnaient  de  nouvelles  vegetations  ayant  un  tout  autre  aspect:  a  27^ 
elles  etaient  generalement  normales,  mais  a  la  basse  temperature  elles 
apparaissaient  en  general  comme  cellules  allongees  et  colonies  en- 
chevetr^es,  ressemblant  a  du  mycelium.  Plus  tard,  operant  sur  des 
vegetations  analogues,  mais  un  peu  plus  vieilles,  de  levure  basse  n^  1 
de  Garlsberg,  j'ai  obtenu  au  Ibnd  le  meme  resultat.  Ge  qui  carac- 
terise  les  vegetations  nouvellement  formees  aux  deux  temperatures 
susdites,  c'est  qu'a  la  temperature  inferieure  les  colonies  evoluees 
sont  ordinairement  tres  ramifiees  et  que  souvent  leurs  cellules  sont 
fort  allongees,  tandis  qu'a  la  temperature  superieure  les  colonies  ont 
surtout  des  cellules  ovales.  La  variation  se  revele  par  la  comparaison 
des  figures  4  et  5,  qui  montrent  respectivement  une  jeune  vegetation 
normale  d'une  culture  en  mout,  et  la  susdite  formation  de  colonies  a 
701/2  G. 

Toutes  ces  experiences  ont  fait  constater  que  des  cellules  prove- 
nant  d'une  meme  vegetation  et  developpees  dans  les  memes  conditions, 
n'en  sont  pas  moins  aptes  a  donner  des  colonies  de  valeurs  diffe- 
rentes  et,  par  suite,  a  constituer  diverses  series  d'evolutions  capables  de 
conserver  leur  cachet  particulier  durant  un  certain  temps.  Ainsi,  ce 
n'est  point  toutes  les  cellules  qui,  a  basse  temperature,  developpent 
les  susdites  colonies  ressemblant  au  mycelium.  Ge  qu'on  peut  dire 
de  tons  les  types  anormaux  ci-dessus  d^crits,  c'est  qu'apres  une  serie 
plus  ou  moins  longue  de  cultures  en  mout  ils  reviennent  a  I'etat 
normal.  On  doit  egalement  placer  ici  les  recherches  de  Will  sur  la 
formation  des  voiles  dans  quelques  especes  de  levure  basse  de  bras- 
serie; voir  la  Zeitschr.  f.  das  ges.  Brauwesen,   1895. 

Formation  des  spores  et  bourgeonnement. 

Dans  mon  memoire  cite  plus  haut  et  insere  au  Gompte  rendu 
du  Laboratoire  1883,  on  trouve  des  renseignements  sur  la  varia- 
tion en  question,  non  seulement  en  ce  qui  concerne  la  forme  et  les 
dimensions  des  spores,  mais  encore  a  I'egard  de  leur  evolution.  L'ob- 
servation  me  re  vela  alors  que  les  cellules  du  Sacch.  Pastorianus 
I,  engendrees  a  27  ^  G.  dans  une  culture  en  mout  ayant  deux  jours, 
avaient  moins  de  tendance  a  donner  des  spores  que  les  cellules  de 
cultures  d'un  jour.  Plus  tard,  I'experience  a  montre  que  cette  diffe- 
rence est  manifeste  surtout  quand  les  cellules  comparees  proviennent 
de  cultures  vieilles  d'un  jour  et  de  sept. 

Mes  diverses  communications  sur  la  levure  basse  n"  1  de  Garl- 
sberg font  voir  que  nous  avons  ici  une  forme  donnant  extremement 
peu  ou    point    de    spores:    durant    la    longue    suite    d"ann§es   pendant 
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laquelle  cette  espece  a  ete  soumise  a  des  recherches,  elle  s'est 
maintenue  dans  le  susdit  etat,  et  n'a  presente  que  de  petites  oscilla- 
tions. On  pent  en  obtenir  des  cultures  pures  dont  les  cellules  peuvenl 
traverser  de  tres  nombreuses  generations  et  un  laps  de  temps  fort 
long  sans  donner  de  spores;  c'est  cette  forme  qui  pour  la  premiere 
fois  a  appele  mon  attention  sur  la  propriete  qu'ont  les  Saccharomyces 
de  perdre  leur  faculte  de  developper  des  spores.  Elle  fournit  done  un 
nouvel  exemple  de  I'^tat  de  choses  dans  lequel  des  individus  apparte- 
nant  a  une  meme  vegetation  et  descendant,  au  debut,  de  la  meme 
culture  d'une  cellule  unique,  n'en  peuvent  pas  moins  fonder  differentes 
varietes  douees  d'une  grande  Constance.  Ge  point  est  devenu  plus 
saillant,  d'une  maniere  encore  plus  manifeste,  par  mes  recherches  sur 
le  Sacch.  Ludwigii  (1889),  qui  montrent  qu'apres  avoir  passe 
quelque  temps  dans  son  miheu  nutritif,  cette  espece  peut  developper 
des  cellules  privees  du  pouvoir  de  former  les  susdits  corps  de  repro- 
duction. En  isolant  un  assez  grand  nombre  de  cellules,  j'ai  obtenu 
trois  types  de  vegetations,  dont  un  se  distinguait  par  I'energie  de  sa 
faculty  de  produire  des  spores,  tandis  que  ce  meme  pouvoir  allait 
s'eteignant  dans  le  second,  et  ne  se  manifestait  nullement  chez  le  troi- 
sieme.  Une  culture  en  mout  vit  cette  derniere  vegetation  persister  a  ne 
donner  aucune  spore  durant  de  tres  nombreuses  generations;  elle  dut 
sejourner  longtemps  dans  ce  liquide  pour  que  la  propriete  de  produire 
des  spores  reparut;  encore  6tait-ce  peu  de  chose.  Au  contraire,  cette 
r^apparition  se  manifesta  promptement  quand  on  fit  la  culture  dans 
du  mout  additionne  d'un  peu  de  dextrose.  Plus  tard  M.  Klocker  a 
trouve  que  le  Sacch.  Marxianus  donne  quelque  chose  d'analogue, 
mais  de  nouvelles  experiences  m'ont  appris  que  ce  ne  sont  pas  toutes 
les  varietes  asporogenes  du  Sacch.  Ludwigii  qui  reagissent  de  la 
maniere  decrite  en  presence  de  la  dextrose.  Gela  nous  donne  un 
exemple  d'une  variation  qui  suscite  des  formes  encore  plus  constantes 
que  les  pr6cit6es.  Mes  experiences  ulterieures  ont  etabli  que,  dans  les 
circonstances  mentionnees,  d'autres  especes  peuvent,  elles  aussi,  donner 
des  varietes  asporogenes  et  se  maintenant  constantes  a  travers  nombre 
de  generations.  Je  I'ai  constate  aussi  bien  dans  les  vieilles  cultures 
en  mout  que  dans  les  nouvelles,  a  la  temperature  ordinaire,  quand  il 
s'agit  des  Sacch.  ceievisiae  I,  Sacch.  Pastorianus  I,  Sacch. 
Pastorianus  II,  Sacch.  Pastorianus  III,  Sacch.  ellipsoideus 
1  et  quelques  especes  de  levure  basse  de  biere  non  encore  decrites. 
En  certains  cas,  ces  cultures  etaient  exposees  a  la  lumiere;  en  d'autres, 
elles  etaient  tenues  a  I'obscurite:  la  distribution  de  la  lumiere  semble 
done  n'avoir  aucune  influence:  en  somme,  nous  n'en  savons  pas 
davantage  sur  les  conditions  dans  lesquelles  la  variation    s'est   produite 
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ici.  On  peut  en  dire  autant  de  la  variation  correspondante  qu'on  re- 
trouve  en  plusieurs  especes  cultivees  sur  gelatine  au  mout.  Durant  ces 
dernieres  annees,  MM.  BouUanger,  P.  Lindner  et  Beijerinck 
ont  fait  des  observations  analogues. 

Dans  le  susdit  memoire  de  1889,  j'ai  egalement  parle  des  expe- 
riences ou  pour  la  premiere  fois  j'ai  reussi  a  produire  des  varietes 
constantes.  G'est  alors,  en  effet,  que  j'ai  decouvert  la  perte  com- 
plete subiepar  lavegetation  des  Saccharomyces  de  produire 
des  spores  lorsque,  a  travers  de  nombreuses  generations, 
on  continue  a  les  cultiver  en  mout  a  une  temperature 
voisine  du  maximum  du  bourgeonnement.  En  poursuivant 
ces  experiences,  je  me  suis  convaincu  qu'il  y  a  la  une  loi  valide  pour 
tous  les  Saccharomyces  typiques,  soit  especes  de  levure  de  culture, 
soit  especes  de  levure  sauvage.  Les  seules  qui  semblent  y  faire  ex- 
ception, sont  les  especes  a  part:  le  Sacch.  membranaefaciens,  le 
Sacch.  anomalus  et  le  Sacch.  Ludwigii;  mais  il  faut  bien  dire 
aussi,  comme  je  I'ai  fait  ressortir  ailleurs,  que  ces  types  different  des 
especes  de  Saccharomyces  proprement  dites,  au  point  qu'on  peut  les 
donner  comme  types  de  nouveaux  genres.  Comme  on  le  verra  au 
paragraphe  suivant,  le  Sacch.  anomalus  a  donne,  par  un  autre  pro- 
cede,  une  variete  constante  depourvue  de  spores. 

Elle  aussi ,  la  fonction  du  bourgeonnement  subit ,  comme  on 
pouvait  s'y  attendre,  I'influence  du  traitement  radical  qui  atteint  les 
cellules  durant  les  susdites  experiences  de  variation  a  hautes  tempe- 
ratures. Chez  certaines  varietes  asporogenes  j'ai  constate  que,  dans 
les  cultures  en  mout,  les  cellules  faisaient  preuve  d'un  plus  grand 
pouvoir  de  multiplication  que  leur  type  primitif,  et  qu'en  plusieurs  cas 
leurs  vegetations  sur  gelatine  nourricere  avaient  un  tout  autre  aspect 
que  ce  type.  Les  premieres  varietes  sans  spores  que  j'ai  produites 
a  la  suite  de  la  culture  susdite  dans  des  liquides  a  haute  temperature, 
etaient  toutes  sans  voiles,  et  se  sont  montrees  aussi  constantes  sous 
ce  rapport  que  sous  le  premier.  Toutefois ,  durant  ces  dernieres 
annees,  j'ai  note,  de  temps  a  autre,  des  varietes  sans  spores  et  en 
tout  cas  douees  d'une  grande  Constance,  mais  qui  n^anmoins 
formaient  des  voiles.  Je  les  ai  observees  dans  toutes  les  conditions 
de  culture  oii  la  variation  susdite  a  6te  constatee;  mais  le  nombre 
etait  petit,  et  c'etait  pure  exception.  Neanmoins,  dans  quelques- 
unes  de  ces  cultures ,  on  a  constate  que  certaines  cellules  avaient 
la  faculty  latente  et  tres  faible  de  produire  des  spores;  car  au 
bout  d'un  ou  de  deux  ans  de  culture,  elles  avaient  recupere  le 
pouvoir  de  former  les  susdits  corps  de  reproduction,  bien  que  le  plus 
souvent  a  un  faible  degre  seulement.     Je  ne  regarde  done  pas  comme 
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invraisemblable  que  ces  vari6tes  asporogenes  qui  produisent  des  voiles, 
reviendront  toutes  a  I'etat  normal  et  que,  par  consequent,  elles  dif- 
ferent des  autres  pour  la  valeur.  Je  les  ai  observees  dans  le  Sacch. 
cerevisise  I,  le  Sacch.  Pastorianus  II,  le  Johannisberg  II  et 
la  levure  de  distillerie  dite  R a sse  II  de  Lindner.  Or,  quelle  que 
soit  I'explication  de  ce  qui  se  passe,  le  fait  general  est  que  la 
perte  du  pouvoir  de  donner  des  spores  et  la  perte  de  celui 
de  former  des  voiles  ont  lieu  ensemble  durant  le 
traitement  decrit. 

Au  moment  oil  parait  ce  memoire,  les  plus  anciennes  de  mes 
varietes  sans  spores  vont  dater  de  douze  ans;  nombre  d'entre  elles 
remontent  a  trois  ans  et  plus.  Bien  que  durant  cette  longue 
periode  de  temps  elles  aient  ete  cultivees  dans  les  con- 
ditions les  plus  diverses,  elles  n'ont  rien  perdu  en  Cons- 
tance: ces  vieilles  cultures  n'ont  redonne  ni  spores  ni 
voiles. 

Dans  le  Gompte  rendu  du  Laborat.  Garlsberg  II,  119 
(1886)  j'ai  mentionn6  la  variation  frappante  constatee  dans  la  maniere 
dont  la  levure  de  depot  se  peut  comporter  dans  les  cultures  en  mout. 
La  plupart  des  especes  presentent  generalement  cette  levure  sous  une 
apparence  pateuse;  mais  parfois  elle  parait  dispos6e  en  couches  mem- 
braneuses  et  pliss^es,  ou  bien  I'aspect  est  caseeux:  souvent  il  y  a  des 
fragments  noueux  et  creux.  Dans  ces  cas-la,  il  se  forme,  pendant  le 
bourgeonnement,  des  colonies  fortement  ramifiees  dont  les  cellules  ne 
se  separent  pas  les  unes  des  autres,  et  le  liquide  se  maintient  d'un 
blanc  eclatant,  meme  apres  que  la  fermentation  est  en  pleine  activite. 
J'ai  observe  ce  phenomene  dans  mes  trois  especes  du  groupe  Sacch, 
Pastorianus,  quand  je  pris  la  semence  dans  de  vieilles  cultures  en 
solution  de  saccharose  ou  en  mout.  Ce  qui  precede  etait  publie  quand 
je  remarquai  qu'apr^s  elre  restees  dess6chees  pendant  un  certain 
temps,  ces  especes,  aussi  bien  que  la  levure  basse  n^  2  de  Garlsberg 
et  Johannisberg  II,  pouvaient  egalement  developper  dans  le  mout 
de  la  levure  caseeuse.  Ges  cas  ont  tous  cela  de  commun  que  les 
cellules  de  la  semence  sont  plus  ou  moins  affaiblies.  Gependant  revo- 
lution anormale  qu'on  a  decrite,  ne  se  produit  pas  toujours  dans  les 
circonstances  indiqu^es;  les  facteurs  qui  en  decident,  nous  sont  incon- 
nues.  Parfois  elle  traverse  une  longue  serie  de  cultures;  souvent  elle 
est  promptement  remplacee  par  le  type  commun  de  la  levure  pateuse. 
On  retrouve  cette  meme  fugacit6  et  cette  meme  irregularite  de  carac- 
tere  dans  la  variation  qui  consiste  en  ce  qui  la  levure  basse  peut 
presenter,  durant  un  certain  temps,  les  phenomenes  constates  en  cas 
de  levure  haute,  et  inversement. 
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Actions  chimiques.     Variations  de  la  levure  de  brasserie. 

Dans  la  communication  de  1895  cit6e  plus  haut,  j'ai  mentionne 
quelques  recherches  qui  visent  a  obtenir  des  varietes  donnant  lieu  a 
plus  ou  moins  d'alcool  que  leurs  types  primitifs.  En  cultivant  deux 
varietes  de  levure  basse  n°  1  de  Garlsberg  en  deux  series,  Pune  en 
mout  ordinaire,  I'autre  a  la  surface  de  la  gelatine  au  mout,  et  renouve- 
lant  frequemment  ces  cultures,  j'ai  constate  qu'au  bout  de  quelques 
mois  il  s'etait  produit,  sur  la  gelatine  au  mout,  des  varietes  qui 
surpassaient ,  en  pouvoir  fermentaire  vis-a-vis  de  la  production  de 
I'alcool,  les  types  dont  elles  provenaient  et  qui  avaient  ete  constam- 
ment  cultives  dans  le  mout.  Dans  le  mout  de  biere  additionne  de  25 
p.  c.  de  Sucre  de  canne  et  a  la  temperature  ordinaire,  les  types  pri- 
mitifs produisirent  environ  13  vol.  p.  c.  d'alcool,  tandis  que  les  varie- 
tes nouvelles  en  donnerent  13,6.  Une  difference  encore  plus  grande 
et  dans  le  meme  sens  s'est  manifestee  dans  quelques  experiences  que 
je  fis  avec  une  espece  de  levure  haute,  savoir  le  Sacch,  cerevisiae 
I,  et  que  je  conduisis  comrae  les  precedentes,  en  remplaqant  seule- 
ment  la  gelatine  au  mout  par  la  gelatine  d'eau  de  levure  sur  laquelle 
furent  semees  des  spores.  11  se  developpa  alors  sur  la  gelatine  une 
vegetation  qui  donna  de  1  a  3  vol.  p.  c.  d'alcool  de  pi  us  que  la 
vegetation  correspondante,  constamment  cultivee  en  mout  de  biere. 
Plus  tard,  ces  experiences  furent  repetees  plusieurs  fois  et,  bien  que 
de  temps  a  autre  j'observasse  des  oscillations  notables,  dans  la  plupart 
des  cas  les  vegetations  engendrees  sur  lesdites  gelatines  nourricieres 
produisirent  plus  d'alcool  que  les  vegetations  du  mout.  Autant  que  je 
puis  actuellement  p^netrer  cet  etat  de  choses,  je  suis  force  d'admettre 
qu'il  y  a  eu  des  particularites  de  race  chez  les  individus  employes  au 
debut  des  experiences  et  que  le  phenomene  principal  de  la  culture  sur 
les  gelatines  est  une  selection  et  non  une  transformation.  Comme  j'ai 
eu  auparavant  I'occasion  de  le  faire  ressortir,  il  y  a  une  grande 
difference  de  pouvoir  fermentaire  chez  les  individus  d'une  seule  et 
meme  culture  pure;  mais  en  general  ces  varietes  n'ont  qu'un  carac- 
tere  tres  fugace. 

Ce  cercle  de  recherches  comprend  encore  et  surtout  celles  que 
M.  Biernacki  a  publiees  en  1887  concernant  Taction  des  antiseptiques 
et  qui  ont  fait  constater  que,  dans  certaines  conditions,  de  petites  doses 
produisent  une  vegetation  douee  d'un  pouvoir  fermentaire  vis-a-vis  de 
la  production  de  I'alcool,  pouvoir  qui  est  plus  grand  qu'au  debut.  Plus 
tard,  MM.  Marcker  et  Hayduck  arriverent  au  meme  resultat,  et 
recemment  M.  Effront  aussi,  comme  on  le  sait.  L'etat  de  cette 
question  n'a  ete  ni  approfondi  ni  explique. 

Une    autre    serie   de   mes   recherches   visait   a   affaiblir   le    pouvoir 
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fermentaire.  On  constata  que,  si  la  levure  basse  n°  1  de  Garlsberg 
est  cultivee  en  mout  de  biere  a  32^  G.  durant  huit  cultures  et  de 
maniere  a  inoculer  chaque  culture  de  sa  precedente  et  a  la  laisser  en- 
suite  reposer  jusqu'a  ce  que  la  fermentation  cesse,  et  par  consequent 
sans  aeration  particuliere,  on  obtient  alors  une  vegetation  donnant 
jusqu'a  2  vol.  p.  c.  d'alcool  de  moins  que  la  vegetation  par  laquelle 
les  experiences  ont  commence.  La  fermentation  eut  lieu  dans  du  mout 
marquant  14  p.  c.  Ball,  avec  addition  de  10  p.  c.  de  saccharose. 
Traitee  de  la  meme  maniere,  la  levure  basse  n°  2  de  Garlsberg  donna 
un  resultat  analogue. 

Durant  plusieurs  annees  j'ai  donne  a  quelques-unes  des  especes 
de  Saccharomyces  decrites  par  moi  une  culture  qui  les  empechait  de 
causer  la  fermentation  alcoolique.  Le  point  de  depart  etait,  soit  des 
spores,  soit  des  cellules  vegetatives  ordinaires,  soit  des  cellules  des 
voiles.  Les  ancetres  de  ces  dernieres  avaient  commence  a  vivre  il  y 
avait  sept  ans  a  la  surface  du  liquide,  sous  I'influence  directe  de  Pair. 
En  tout  cas,  pendant  un  immense  nombre  de  generations,  les  vege- 
gations  traitees  n'avaient  nullement  fait  preuve  d'activite  de  pouvoir 
fermentaire  vis-a-vis  de  la  production  de  I'alcool;  neanmoins  elles 
persisterent  a  produire  de  I'alcool,  et  avec  une  vigueur  qui  ne  sem- 
blait  pas  affaiblie.  II  en  fut  de  meme  de  la  production  de  spores  et 
de  la  formation  d'invertase  et  de  maltase.  En  somme,  il  a  ete  im- 
possible d'amener  les  cellules  a  ne  plus  developper  les  susdits  enzymes. 
Nous  pouvons  bien  causer  un  affaiblissement  temporaire,  mais  rien  au 
dela.  S'agit-il,  au  contraire,  de  bacteries,  on  salt  combien  il  est  com- 
mun  d'observer  que  durant  la  culture  en  laboratoire  elles  perdent 
completement  leur  pouvoir  fermentaire.  Et  inversement  il  n'a  pas  non 
plus  ete  possible  de  transformer  le  plasma  de  la  cellule  du  Saccharo- 
myces de  maniere  a  susciter  en  lui  une  nouvelle  productivity  d'enzymes 
dont  il  n' etait  pas  done  prealablement.  En  depit  de  toutes  les 
experiences  faites,  soit  dans  notre  Laboratoire,  soit  ailleurs,  les  especes 
telles  que  le  Sacch.  apiculatus  refusent  constamment  d'intervertir 
et  de  faire  fermenter  les  solutions  de  saccharose,  et  les  especes  comme 
le  Sacch.  Marxianus  et  le  Sacch.  Ludwigii  prennent  la  meme 
attitude  en  face  de  la  maltose.  Voir  aussi  le  memoire  de  M.  Klocker 
dans  la  presente  livraison. 

A  la  serie  de  variations  qu'on  vient  de  mentionner,  se  rattache 
6galement  la  suivante.  Le  Sacch.  Pastorianus  1  est,  on  se  le 
rappelle,  une  levure  de  maladie  communiquant  a  la  biere  une  odeur 
desagreable  et  un  gout  amer.  D'apres  les  recherches  de  MM.  Mach 
et  Porte  le,  ce  Saccharomyces  n'en  donne  pas  moins  un  bon  vin, 
et    mes    recherches    ont   etabli    que,    cultive   a    32^  G.,    a    travers   de 
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nombreuses  generations  dans  une  solution  de  sucre  de  canne  (10  p.  c.) 
dans  de  I'eau  de  levure,  ce  Saccharomyces  forme  des  cellules  qui 
pendant  un  certain  temps  ont  perdu  les  susdites  proprietes  deleteres 
pour  la  fermentation  de  la  biere.  Toutefois  une  culture  prolongee 
dans  le  mouL  de  biere  ramene  promptement  la  vegetation  a  son  point 
de  depart. 

L'accommodabilite  des  cellules  de  cette  espece  a  ete  mentionnee 
en  plusieurs  endroits  de  mes  divers  memoires.  Ainsi ,  dans  mes 
experiences  sur  les  levures  de  maladie  (Gompte  rendu  du  Labo- 
rat.  Garlsbergll,  55(1883)etIII,  146  et  150  (1892))  j'ai  egalement 
fait  ressortir  la  relation  interessanle  en  vertu  de  laquelle  ces  especes 
ne  causent  les  maladies  que  par  infection  au  debut  de  la  fermentation 
principale;  mais  si  cette  infection  n'a  lieu  que  vers  la  fin  de  cette  fer- 
mentation ou  durant  le  temps  de  garde,  elles  sont  incapables  de  pro- 
duire  leur  effet  dans  les  conditions  ordinaires  de  la  brasserie. 

Dans  une  de  mes  recherches  faites  dans  la  pratique  de  T Industrie 
de  la  fermentation  (Unters.  aus  der  Praxis  der  Garungsindustrie, 
zweites  Heft  (1892))  j'ai  parle  de  I'importance  qu'a  Paeration  du 
mout  avant  qu'on  y  ajoute  la  levure.  En  cultivant  a  part  dans  du 
mout  aere  les  levures  basses  n^^  1  et  2  de  Garlsberg,  j'ai  obtenu  un 
levain  qui,  dans  les  conditions  de  brasserie,  donna  une  bonne  clarifica- 
tion normale.  Si,  au  contraire,  ces  deux  memes  especes  de  levures 
etaient  cultivees  dans  un  mout  tout  a  fait  pareil,  mais  non  aere,  les 
vegetations  de  levure  resultantes  avaient  besoin  de  subir  plusieurs  fer- 
mentations en  mout  aere  avant  de  pouvoir  fonctionner  de  la  maniere 
normale.  La  biere  qu'elles  produisaient  avait  surtout  le  defaut  d'opaliser 
et  d'etre  trouble.  Gependant  la  levure  n°  2  revenait  plus  prompte- 
ment a  son  6tat  primitif  que  la  levure  n^  1.  Telle  est  la  regie,  mais, 
par  exception,  j'ai  observe  que  le  mout  peut  avoir  une  composition 
rendant  superflue  I'aeration. 

G'est  ici  le  lieu  le  plus  convenable  pour  mentionner  la  variation 
des  especes  de  levures  de  biere  durant  I'exploitation.  Les  communica- 
tions qui  suivent  sont  en  substance  I'extrait  d'une  conference  que  j'ai 
faite  aux  etudiants  de  notre  Laboratoire  il  y  a  deux  ans  (et  traduite, 
en  1898,  par  M.  Bclohoubek  dans  le  Gasopis  pro  prumysl 
chemicky,  1898).  II  va  de  soi  que  les  especes  de  levures  de  biere 
peuvent  varier  autant  en  bien  qu'en  mal;  nous  mentionnerons  brieve- 
ment  ces  deux  faces.  Gomme  on  le  sait,  le  systeme  des  cultures 
pures  comprend  un  choix  fait  methodiquement  tant  des  especes  que 
des  races.  La  question  est  de  choisir  les  individus  les  mieux  adapt§s, 
c'est-a-dire  ceux  qui  fondent  une  vegetation  ayarit  les  proprietes  desi- 
rees.  Gela  a  naturellement  entrame  les  techniciens  a  chercher  Tame- 
lioration  des  races  par  une  selection.     Les  individus  appartenant  a  une 
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seule  et  meme  race  et  ayant  pour  souche  une  seule  et  meme  culture 
provenant  d'une  cellule  unique  peuvent,  ainsi  qu'on  Fa  niontre  prece- 
demment,  fonder  des  varietes  qui  divergent  manifestement  et  qui 
restent  plus  ou  moins  constantes,  points  qui  seront  eclaircis  de  plus 
pres  dans  les  experiences  suivantes.  Durant  les  premieres  annees. 
apres  que  j'eus  introduit  la  nouvelle  reforme  dans  la  fermentation,  je  I 
donnai  la  nouvelle  direction  a  mes  propres  travaux  dans  les  brasseries  I 
du  Vieux  et  du  Nouveau  Carlsberg,  m'occupant  surtout  des  deux 
especes  de  levure  basse  n^  1  et  n^  2  frequemment  citees.  II  en 
resulta  des  races  qui  a  certains  egards  etaient  meilleures  que  celles 
avec  lesquelles  j'avais  debute  en  1883.  Au  point  de  vue  botanique, 
elles  concordaient  bien  avec  celles  de  mon  point  de  depart;  mais,  aux 
yeux  du  brasseur,  elles  differaient  pourtant  un  peu.  En  plusieurs 
endroits  de  mes  ecrits  j'ai  fait  de  petites  communications  en  ce  sens. 
On  a  egalement  fait  de  pareils  essais  dans  la  plupart  des  laboratoires 
de  brasserie.  Nous  n'avons  pas  ici  de  regies  applicables  a  tout;  en 
somme,  il  faut  tatonner,  et  les  races  produites  de  cette  maniere  ne 
persistent  generalement  pas,  mais  se  perdent. 

II  en  est  autrement  des  varietes  que  j'ai  produites  en  pratiquant 
la  culture  a  une  temperature  elevee:  elles  ont  persiste  durant  Texploi- 
tation  et  peuvent  etre  obtenues  a  volonte;  car  ici  nous  pouvons  pro- 
ceder  d'apres  une  methode  certaine.  La  variete  nouvelle,  mentionnee 
page  14,  de  levure  basse  n"  1  de  Carlsberg  a  donne,  dans  les  con- 
ditions de  la  brasserie,  une  clarification  un  peu  meilleure  et  une 
moindre  attenuation  sur  la  fin  de  la  fermentation  principale  que  son 
type  d'origine,  et  elle  s'est  maintenue  a  ce  niveau  pendant  plusieurs 
cultures  pratiquees  a  la  brasserie  et  qui  absorberent  quelques  mois. 
Dans  le  sens  considere,  elle  peut  bien  etre  regardee  comme  represen- 
tant  un  progres;  mais  on  n'ose  pas  I'introduire  dans  I'exploitation,  car 
elle  continue  a  n'operer  que  trop  lentement.  J'ai  eu  de  meilleurs 
resultats  de  la  variete  asporogene  de  la  levure  basse  n^  2  de  Carl- 
sberg produite  par  la  culture  susmentionnee  en  mout  a6re  a  haute 
temperature  et  en  renouvelant  frequemment  le  liquide.  La  premiere 
communication  relative  aux  essais  de  brassage  faits  avec  cette  variete 
se  trouve  dans  la  susdite  communication  provisoire  de  1890.  Les 
caracteres  nouveaux  de  cette  variete  se  sont  produits,  au  fond,  dans  le 
meme  sens  que  pour  la  precedente,  mais  sans  que  j'aie  observe  des 
difficult^s  dans  I'exploitation.  A  diverses  epoques  on  a  fait  des  series 
d'essais  a  la  brasserie  du  Vieux  Carlsberg  dans  le  caves  de  fermen- 
tation et  en  se  servant  de  petites  cuves  contenant  chacune  un  hectolitre 
et  un  tiers  de  moCit.  La  biere  brass6e  avec  cette  variete  etait  excel- 
lente;  en  g6n6ral  elle  avait  un  gout  plus  riche  et  se  clarifiait  ordinaire- 
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ment  mieux  que  celle  de  son  type  primitif;  mais  elle  se  conservait  moins 
bien  en  bouteilles,  car  il  s'y  formait  plus  rapidement  un  precipite  de  levure. 
En  tout  cas,  ces  essais  ont  jalonne  une  voie  pour  arriver  a  obtenir  de 
nouvelles  varietes  douees  des  principales  propriet^s  susdites,  probable- 
ment  de  Ja  plupart  des  especes  de  levures  basses  et,  peut-etre,  de 
toutes.  L'emploi  d'une  variete  sans  spores  dans  les  brasseries  met 
naturellement  a  meme  d'effectuer  avec  plus  d'aisance  et  de  surete 
qu'autrement  I'analyse  du  levain  quant  a  la  levure  sauvage. 

On  se  souviendra  qu'au  debut  de  son  emploi  dans  I'exploitation, 
la  levure  de  culture  pure  pent  susciter  des  difficultes  surtout  pour  la 
clarification  et  I'attenuation ,  plus  rarement  sous  le  rapport  du  gout. 
Durant  les  premieres  annees  qui  suivirent  I'introduction  du  systeme  de 
culture  pure,  les  inconvenients  de  cette  variation  furent  I'objet  de  fre- 
quentes  discussions  dans  les  journaux  techniques,  et  servirent  d'armes 
pour  attaquer  mes  tentatives.  Et  pourtant  il  s'en  faut  que  toutes  les 
especes  et  races  donnent  du  mal,  et  les  difficultes  qui  quelquefois 
surgissent  ne  durent  que  peu  dans  la  plupart  des  cas ;  la  levure  pro- 
duite  dans  les  conditions  qu'offre  le  laboratoire  s'est  done  alors  accom- 
modee  aux  conditions  de  brasserie,  et  fonctionne  de  la  maniere 
desiree.  II  va  de  soi  que  dans  I'exploitation  meme  il  peut  se  pre- 
senter des  circonstances  ayant  pour  effet  qu'une  espece  de  levure  qui 
jusqu'alors  avait  fonctionne  d'une  maniere  satisfaisante ,  commence  a 
varier  dans  un  sens  facheux.  Des  oscillations  mal  a  propos  dans  la 
composition  du  mout  et  le  manque  de  proprete  jouent  ici  un  role  im- 
portant. L'emploi  des  cuves  de  bois  est  surtout  defavorable  a  la 
fermentation,  si  Ton  ne  veille  pas  a  en  tenir  la  surface  lisse  et  vernie. 
Quand  le  bois  s'effile,  les  cellules  de  levure  peuvent,  durant  nombre 
de  generations,  se  multiplier  dans  des  conditions  qui  s'ecartent  tout  a 
fait  de  I'etat  normal.  La  meme  chose  peut  avoir  lieu  dans  les  con- 
duits et  surtout  dans  leurs  joints.  J'ai  poursuivi  durant  des  annees 
mes  recherches  sur  la  variation  dans  I'exploitation.  Voici  comment  je 
m'exprimais  sur  le  resultat  de  cette  etude,  dans  le  Compte  rendu 
du  Laborat.  Garlsb.  Ill,  144  (1892):  „Tant  que  les  especes  de 
levure  de  biere  sont  exposees  aux  influences  de  la  brasserie,  elles  ne 
subissent  que  de  faibles  variations  qui  sont  de  nature  passagere.  Gon- 
siderees  au  point  de  vue  biologique,  ces  variations  nous  portent  plu- 
tot  a  les  declarer  tout  a  fait  insignifiantes,  tandis  que,  aux  yeux  du 
brasseur  praticien,  la  chose  se  presente  d'une  autre  maniere.  En 
effet,  ces  transformations  peuvent  se  manifester  d'une  maniere  desa- 
greable  et  parfois  causer  une  perturbation  sensible.  Durant  le  cours 
de  I'ann^e,  elles  forment  une  ondulation  dans  le  flot  de   I'exploitation; 
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quant  a  la  cause  propre,  nous  n'en  avons  pas  meme  I'idee  dans  la 
plupart  des  cas."     G'est  la  qu'on  en  est  jusqu'a  nouvel  ordre. 

Les  journaux  techniques  de  ces  dernieres  annees  presentent  de 
pareilles  observations  dues  a  MM.  Delbruck,  Jorgensen,  Kukla, 
Lindner,  Will  et  autres.  Les  races  different  de  tendance  dans  le 
susdit  egard;  mais  dans  tous  les  cas  on  se  sert  du  meme  moyen: 
I'introduction  d'une  nouvelle  culture  pure. 

Quant  a  la  variation  qui  peut  resulter  de  la  conservation,  pendant 
un  temps  assez  long,  des  levures  soit  dans  une  solution  de  saccharose, 
soit  d'une  autre  maniere,  j'ai  donne  quelques  renseignements  dans  le 
commencement  de  ce  chapitre,  comme  aussi  dans  mon  traite  insere 
au  Gompte  rendu  du  Laboratoire,  1898.  Du  reste,  dans  une  suite 
a  ce  dernier  traite,  j'aurai  I'occasion  de  donner  communication  de 
quelques  nouvelles  recherches  faites  sur  ce  sujet;  aussi  je  ne  m'y  ar- 
reterai  pas  ici. 

3.    Nouvelles  recherclies  sur  les  varietes  asporogenes. 

Nous  venons  de  voir  comment  la  cellule  de  levure  est  soumise 
de  tous  cotes  aux  fluctuations  de  la  variation;  dans  tous  les  sens,  les 
vari^t^s  surgissent  presentant  tous  les  diff^rents  degres  de  permanence. 
Cependant  ce  ne  sont  que  les  varietes  sans  spores  qui  se  laissent  do- 
miner  enti^rement  par  I'experimentateur;  elles  presentent  les  conditions 
les  plus  nettes  et  les  moins  compliqu6es;  nulle  part  nous  ne  trouverons 
une  telle  regularite  qu'ici.  En  outre,  ces  varietes  avec  leurs  qualites 
differentes  sont  les  seules  que  pour  le  moment  nous  puissions  consi- 
derer  comme  constantes.  G'est  ce  qui  leur  donne  aussi  un  interet 
special  pratique  comme  points  de  depart  pour  la  creation  de  nouvelles 
races  utiles  a  I'industrie.  G'est  pourquoi  j'ai  toujours  insiste  parti- 
culierement  sur  I'etude  de  cette  variation,  qui  a  aussi  ete  I'objet  ex- 
clusif  de  mes  nouvelles  recherches  que  je  communiquerai  par  la  suite. 
Je  commencerai  par  I'apergu  des  methodes,  que  j'ai  promis  auparavant; 
ensuite  je  mentionnerai  les  details  et  experiences  analytiques  neces- 
saires,  puis  I'examen  de  la  question  fondamentale  ayant  pour  but  de 
connaitre  si  c'est  une  transformation  ou  une  selection  qui  a  lieu.  Enfin 
j'expliquerai  les  differents  facteurs  dont  depend  le  phenom^ne. 

Methodes. 

A  moins  d'indication  contraire,  j'ai  fait  les  experiences  de  la 
maniere  suivante:  j'avais  pour  point  de  depart  une  jeune  vegetation 
vigoureuse  produisant  une  richesse  de  spores;  elles  provenaient  d'une 
culture  en  mout,    de   vingt-quatre   heures,    a  25^  G.    J'ai  toujours  em- 
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ploye  des  vegetations  absolument  pures  provenant  d'une  cellule  uni- 
que et  me  suis  servi,  pour  la  culture,  des  ballons  Pasteur  k  deux 
cols  C'/s  de  litre).  On  pourra  aussi  se  servir  d'autres  matras,  mais 
dans  ce  cas-la  revolution  ne  se  produira  pas  exactement  de  la 
maniere  ci-apres  decrite.  Deux  fois  par  jour  on  a  expose  le  liquide  k 
Taction  de  Pair  en  I'agitant.  De  cette  maniere,  les  cellules  ont  et6 
transportees  dans  d'autres  zones  de  nutrition,  en  meme  temps  que 
I'acide  carbonique  a  ete  expuls6  et  que  I'oxygenation  a  eu  lieu.  Ghaque 
culture  a  s^journe  24  heures  aux  temperatures  indiquees  dans  la  des- 
cription suivante  des  experiences,  et  la  subsequente  a  ete  infect^e  par 
un  echantillon  moyen  de  la  precedente.  Aux  differentes  phases  de 
Pexperience,  on  a  preleve  des  echantillons  moyens,  et  les  individus  en 
ont  ete  isoles  pour  essayer  si  les  vegetations  qu'ils  avaient  formees 
etaient  asporogenes  ou  non.  Dans  raes  premieres  experiences,  j'ai 
employe  ces  echantillons  pour  des  cultures  sur  plaques  avec  de  la  gela- 
tine au  mout,  en  les  melant  comme  a  I'ordinaire  avec  la  gelatine. 
L'apparence  des  colonies  ne  donnant  aucune  indication  sur  leurs  qua- 
lites  sporogenes,  elles  furent  transportees  dans  de  petits  matras  charges 
de  mout,  et  ensuite  les  vegetations  obtenues  de  cette  maniere  furent 
essayees  dans  des  cultures  ordinaires,  sur  des  blocs  de  platre,  a25^G. 
Ge  procede  est  tres  circonstancie,  et,  comme  plus  taid,  on  a  du  exa- 
miner plusieurs  centaines  d'individus  de  chaque  phase,  on  a  essaye 
de  le  simplifier  en  r^partissant  les  cellules,  au  moyen  d'un  pinceau  en 
platine,  sur  la  surface  de  gelatine  au  mout  solide,  placee  dans  des 
boites  de  Petri,  et  puis,  en  transportant  les  colonies  qu'elles  avaient 
formees,  directement  sur  les  blocs  de  platre.  Dans  ce  but,  la  surface 
circulaire  de  ces  derniers,  dont  le  diametre  etait  de  3^™  8,  fut  divisee 
en  Carres  par  des  traits  au  crayon ,  de  maniere  qu'on  put  placer 
12  colonies  sur  chaque  bloc.  Gomme  a  I'ordinaire,  ces  cultures  furent 
faites  a  25  ^G.  L'analyse  eut  lieu  quatre  ou  cinq  jours  apres.  Les 
resultats  que  presente  cette  maniere  de  repartir  sur  la  gelatine  fig^e 
les  cellules,  dans  le  but  d'obtenir  des  cultures  provenant  chacune 
d'une  cellule  unique,  sont  aussi  bons  que  ceux  qui  sont  dus  a  la  re- 
partition des  cellules  en  gelatine  liquide.  Gomme  auparavant,  j'ai  fait 
le  controle  en  repartissant  sur  la  surface  de  la  gelatine  au  mout  figt§e  un 
melange  compose  de  Sacch.  apiculatus  et  d'une  autre  espece  de 
levure  de  forme  nettement  differenle.  Le  resultat  fut  qu'environ  les 
99  pour  cent  des  colonies  contenaient  des  cultures  pures.  Ici,  comme 
a  I'ordinaire,  on  doit  s'appliquer  a  se  servir  d'echantillons  moyens 
pour  les  analyses.  Les  colonies  appartiennent  ordinairement  a  deux 
categories,  les  grandes  et  les  petites  colonies.  Parmi  ces  dernieres,  on 
trouve  le  plus  grand  pour-cent  de  vegetations  asporogenes.    Soit  qu'on 
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se  serve  de  Tune  ou  de  I'autre  forme  de  repartition  sur  plaques,  le 
resultat  sera  que  la  faculte  sporogene  des  cellules  diminuera  un  peu 
par  la  culture  sur  ou  dans  la  gelatine;  il  arrive  ainsi  ordinairement 
que  quelques-unes  des  vegetations  de  la  gelatine  au  mout  ne  produi- 
sent  pas  de  spores  sur  les  blocs  de  platre,  si  elles  sont  transportees 
directement  sur  ces  derniers,  tandis  qu'apres  une  seule  culture  en  mout, 
elles  donnent  une  vegetation  qui  pourra  produire  une  richesse  de  spores. 
Cela  concerne  surtout  les  petites  colonies;  aussi  le  plus  pratique  sera-t-il 
ordinairement  de.  transporter  celles-ci  immediatement  dans  la  culture 
en  mout  pour  commencer  plus  tard  la  culture  pour  obtenir  des  spores. 

Gependant  ce  n'est  pas  la  que  fmit  I'analyse.  Aussi  parmi  les 
vegetations  engendrees  en  mout,  il  y  en  a  qui  n'ont  cesse  que  provi- 
soirement  de  produire  des  spores.  Dans  les  communications  prece- 
dentes  sur  le  Sacch.  Ludv^igii,  on  a  deja  mentionne  que  cette  fa- 
culte pent  revenir  aux  cellules  durant  une  longue  culture  en  mout. 
Un  grand  nombre  des  cellules  qui,  au  commencement  du  traitement 
aux  temperatures  elevees,  se  montrent  asporogenes,  reviennent  vite, 
dans  ces  circonstances^  a  la  production  des  spores;  dans  d'autres  cas, 
cette  faculte  ne  leur  revient  que  dans  I'espace  d'une  a  deux  annees. 
On  trouve  tons  les  degres  possibles;  mais  ce  n'est  qu'un  tres  petit 
nombre  qui,  au  bout  d'une  annee,  change  encore  de  cette  maniere. 
Si  dans  la  suite  je  parle  de  varietes  constantes,  cette  denomination  se 
rapportera  a  celles  qui  ont  subi  ce  controle.  L'experience  a  demontre 
qu'a  cet  egard  la  meilleure  methode  est  de  faire  sejourner  la  vegeta- 
tion dont  il  s'agit  en  mout  de  biere  a  la  temperature  ordinaire  et  de 
renouveler  le  liquide  tons  les  trois  ou  quatre  mois;  ce  dernier  procede 
est  egalement  necessaire,  si  Ton  veut  se  garantir  de  la  mort  des 
cellules.  Sur  la  marche  de  I'analyse,  voir  en  outre  les  tableaux  des 
pages  35  et  36. 

II  y  a  bon  nombre  d'annees  que  j'ai  fait  une  experience  d'hiema- 
tion  d'une  de  mes  varietes  asporogenes.  J'ai  place  les  cellules  dans 
des  tubes  d'argile  compacts  charges  de  terre  sterilisee  et  que  j'ai  en- 
fouis  dans  un  jardin  pres  du  Laboratoire.  Quand,  quelques  mois  apres, 
j'en  ai  preleve  un  echantillon,  elles  etaient  vivantes  et  produisaient  des 
spores.  Gependant  en  examinant  de  plus  pres  la  vegetation  ensemencee, 
j'ai  constate  qu'elle  n'appartenait  pas  a  une  variety  constante,  comme 
je  le  croyais  a  cette  epoque-la.  La  methode  de  regeneration  par  la 
culture  en  mout,  ci-dessus  decrite,  est  la  seule  que  nous  connaissions. 
G'est  a  tort  que  parfois  on  emploie  le  mot  regeneration  pour 
designer  ce  qui  se  passe  quand  on  a  pour  point  de  depart  une  vege- 
tation dont  la  plupart  des  cellules  sont  asporogenes  et  qu'on  a  produit 
une  vegetation  vigoureuse  sporogene  en  en  separant  les  quelques  cellules 
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qui  ont  gard6  cette  faculte.  I]  va  de  soi  que  ces  dernieres  peuvent 
fonder  une  vegetation  sporifique.  Elles  n'ont  en  effet  jamais  perdu 
cette  faculte,  mais  restent  ce  qu'elles  etaient.  La  meme  consideration 
s'applique  egalement,  si  nous  prenons  la  spore  elle-meme  comme  point 
de  depart.  Mais  il  en  est  tout  autrement  des  cas  ci-dessus  decrits,  ou 
nous  nous  sommes  occupes  de  vegetations  qui,  en  ce  moment-la,  ne 
contenaient  pas  une  seule  cellule  pouvant  donner  des  spores;  la,  la 
faculte  reproductive  etait  perdue  jusqu'a  nouvel  ordre  et  elle  n'etait 
revenue  que  par  suite  d'une  culture  prolongee  en  mout.  Pour  ne  pas 
causer  de  malentendus,  il  faut  toujours,  quand  on  veut  se  servir  de 
denominations  telles  que  regeneration  et  degeneration,  considerer 
les  individus  memes  et  non  pas  la  foule  complexe  des  cellules  diffe- 
rentes  de  toute  une  culture. 

La  plupart  des  experiences  furent  faites,  de  la  maniere  ci-dessus 
d^crite,  en  mout  de  biere  basse  de  garde  ordinaire  marquant  14  p.  c. 
Ball.,  qui  avait  sejourne  assez  longtemps  et  qui  s'etait  oxygene  de 
cette  maniere.  Pour  les  experiences  qui  ont  ete  faites  dans  d'autres 
liquides,  on  a  specific  ces  derniers. 

Une  serie  assez  considerable  a  ete  faite  sur  gelatine  au  moiit 
composee  du  mout  de  biere  susmentionne  avec  8  p.  c.  de  gelatine. 
Une  couche  epaisse  etait  installee  dans  un  matras  Freudenreich  de 
maniere  a  presenter  une  surface  oblique.  Pour  reduire  Tevaporation 
et  permettre  en  meme  temps  Taeration  et  I'echappement  de  Tacide 
carbonique,  on  appliqua,  au  moyen  d'un  tube  de  caoutchouc,  un  petit 
bee  en  verre  en  S  sur  le  tuyau  du  capuchon,  construction  semblable 
d'ailleurs  a  celle  du  ballon  Pasteur  a  deux  cols.  Dans  ce  cas,  on  a 
egalement  choisi  pour  point  de  depart  de  jeunes  cellules  vigoureuses; 
elles  etaient  plac^es  en  cultures  par  stries  superficielles  sur  la  gelatine 
a  25^  G.  et  a  la  temperature  ordinaire,  sans  renouvellements ;  chaque 
serie  ne  se  composait  done  que  d'une  culture.  Dans  les  cas  peu 
nombreux  oil  les  experiences  ont  ete  faites  d'une  autre  maniere,  on 
I'a  mentionne  dans  la  suite.  Les  analyses  ont  ete  faites  d'apres  les 
methodes  ci-dessus  d^crites. 

Experiences  faites  dans  les  liquides  nutritifs. 
Dans  la  suite,  je  mentionne  les  experiences  faites  avec  le  Sacch. 
Pastorianus  I   et   la   levure    de   vin   Johannisberg  II    qu'ont    fait 
connaitre   les   experiences   faites    par  MM.  Aderhold  et  Wortmann. 

Sacch.  Pastorianus  L 
En  ce  qui  concerne  cette  espece,    la  temperature  maxima  pour  le 
bourgeonnement  en   mout    de    biere   est   d'environ  34  ^C,    et  pour   la 
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production  de  spores  sur  bloc  de  platre  d'environ  29*^  C.  Du  point  de 
depart  de  la  serie  d'experiences  ci-apres  decrite,  on  a  isole  1000  cel- 
lules. Elles  ont  toutes  forme  des  vegetations  a  spores,  et  il  etait  im- 
possible de  constater  I'existence  de  cellules  asporogenes  dans  la  vegeta- 
tion ayant  servi  de  point  de  depart  a  I'experience.  La  temperature 
6tait  de  32^0. 

Dans  la  2^  culture  on  a  trouv6   1  p.  c.  de  cellules  constamm.  asporogenes. 
_.4e_         .._eo_.        _  _  — 

_     .    7e     _        .    .      _  100   —    -        —  —  — 

Ges  chiffres  ne  sont  cites  que  comme  exemples  pris  d'une  serie 
d'experiences  pour  donner  une  idee  de  devolution  qui  se  passe.  Les 
series  faites  a  differentes  epoques  montrent,  il  est  vrai,  des  oscillations 
sensibles  a  I'egard  des  chiffres,  mais  elles  presentent  toutes  la  marque 
caracteristique  qu"au  commencement  il  n'y  a  que  peu  de  cellules 
asporogenes,  tandis  que  leur  nombre  augmente  a  mesure  qu'on  par- 
vient  aux  cultures  posterieures.  Apres  sept  jours  de  culture  dans  les 
circonstances  ci-dessus  indiquees,  toutes  les  cellules  etaient  ordinaire- 
ment  asporogenes. 

Dans  la  vegetation  par  laquelle  la  serie  ci-dessus  a  commence,  il 
n'y  avait  done  pas  de  cellules  asporogenes,  tandis  que  j'en  ai  demontre 
I'existence  dans  les  points  de  depart  de  quelques-unes  des  autres  series 
que  j'ai  faites.  Effectivement,  en  faisant  aussi,  dans  chacune  d'elles, 
une  analyse  de  1000  cellules,  j'ai  trouve  que  V20— -^/lo  p.  c  en  etaient 
asporogenes. 

II  n'y  a  que  peu  d'individus  dont  le  bourgeonnement  et  la  forma- 
tion de  spores  aient  lieu  aux  plus  hautes  temperatures  ou  I'espece 
excerce  ces  fonctions:  un  assez  grand  nombre  s'arrete  deja  a  un  degre 
au-dessous,  et  il  y  en  a  d'autres  qui  n'arrivent  meme  pas  a  ce  degre. 
Ici,  comme  pour  toutes  les  fonctions,  il  exisle  toute  une  echelle: 
dans  la  physiologic,  nous  sommes  cependant  habitues  a  de  sem- 
blables  irregularites.  Toutefois,  la  regie  sera  toujours  que  la  tempe- 
rature exigible  pour  la  creation  de  la  variete  asporogene  est  entre 
la  temperature  maxima  de  la  cellule  en  question  pour  la  formation 
de  spores  et  sa  temperature  maxima  pour  le  bourgeonnement.  Gon- 
formement  a  ce  qui  precede,  on  trouvera  qu'on  peut  aussi  produire 
la  variete  asporogene,  si  Ton  emploie  28^  G.  au  lieu  de  32^.  Si  le 
traitement  se  fait  de  la  maniere  ci-dessus  decrite  a  la  premiere  de  ces 
temperatures,  la  17^  culture  contiendra  un  grand  nombre  de  cellules 
asporogenes;  mais  bien  que  le  traitement  ait  eu  lieu  avec  tant  de  cul- 
tures, les  cellules  sporogenes  auront  cependant  toujours  le  preponde- 
rance,   et  meme  encore  dans   la  21«  culture,    on   trouvera,   en    grand 
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nombre,  des  cellules  de  cette  categorie.  II  y  a  done,  comme  oj  de- 
vrait  s'y  attendre,  une  grande  difference  entre  les  effets  que  produisent 
les  deux  temperatures  28^  et  32<^G. 

Johannisberg  II. 

Cette  espece  fut  choisie  pour  les  experiences  parce  que  c'est  une 
espece  de  levure  sauvage  qui  n'a  6te  soumise  qu'assez  peu  de  temps 
a  la  culture  du  laboratoire ,  et  enfin  parce  que  son  pouvoir  sporifique 
est  beaucoup  plus  grand  que  celui  de  I'espece  precedente  et  de  plusieurs 
autres  especes,  environ  100  p.  c.  de  ses  cellules  cultivees  sur  bloc  de 
platre  a  25^  G.  developpant  ces  corps  de  reproduction.  Sa  temperature 
maxima  pour  le  bourgeonnement  en  mout  de  biere  est  de  37^a38^G. 
et,  pour  la  formation  de  spores  en  culture  sur  bloc  de  platre,  de  33^  a 
34  ^G.  Quant  a  quelques-unes  des  series  d'experiences,  j'avais  pris 
pour  point  de  depart  une  cellule  vegetative,  pour  les  autres  je  pris  une 
spore.  Ici,  on  a  aussi  controls  1000  cellules  appartenant  au  point  de 
depart  de  chaque  serie;  mais  on  n'a  jamais  reussi  a  decouvrir  des 
varietes  asporogenes;  toutes  les  cellules  ont  fonde  des  vegetations 
douees  d'une  formation  de  spores  vigoureuse.  A  litre  d'exemple  de 
I'evolution,  je  citerai  la  serie  suivante  faite  a  36^  G. 

Dans  la  3®  culture,  on  a  trouve  4  p.  c.  de  cellules  constamm.  asporogenes. 
_.4e_        .._io_._  —  _ 

—    -5^—        .._20---  —  — 

Dans  la  9®  culture,  on  a  encore  trouve  des  cellules  sporogenes. 
En  somme,  cette  espece  se  distinguait  de  la  precedente  par  le  fait  que, 
meme  dans  les  vegetations  des  cultures  posterieures,  on  trouvait  ordinaire- 
ment  quelques  cellules  de  la  derniere  categorie. 

La  variete  asporogene  se  montre  egalement,  si  la  culture  se  fait 
a  37  °G.  et  aux  temperatures  variant  de  32^  a  36^  G.  Toutefois,  a 
la  temperature  de  32^  — 33^G.,  on  n'a  encore  trouve  dans  la  20®  cul- 
ture que  4  p.  c.  de  cellules  constamment  asporogenes,  par  consequent 
un  nombre  beaucoup  plus  petit  qu'apres  le  traitement  a  36^  G.  Ge  qui 
est  dit  ci-dessus  du  Sacch.  Pastorianus  I  en  ce  qui  concerne  la 
culture  aux  temperatures  elevees  et  aux  plus  basses  temperatures, 
s'applique  aussi  a  cette  espece. 

Les  S"eries  d'experiences  precedentes  appartiennent  a  celles  ou, 
ainsi  qu'il  a  ete  mentionne  dans  la  description  des  methodes,  on  trans- 
porte  un  echantillon  moyen  d'une  culture  a  I'autre.  Gependant  les 
experiences  relatives  a  cette  espece  ont  aussi  et6  executees  de  fagon 
k  operer  dans  toutes  les  cultures  avec  toute  la  masse  de  levure  et  qu'a 
la   formation   de   chaque   nouvelle   culture  on  n'a  ecarte  que  le  liquide 
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couvrant  la  levure,  lequel  a  ete  remplace  par  de  nouveau  mout.    Dans 

ces  experiences,    la  l'^^  culture  sejourna  en  outre  3  jours  a  36^  C,  et 

chacune  des  cultures  suivantes  2  jours. 

Dans  la  2 «  culture,  on  a  trouve  ^/2  p.  c  de  cellules  constamm.  asporogenes. 
_.4e_        .._30—     .-  —  — 

_.6«~         .._50—     -—  —  — 

_     .  13e     _        .   .     _      90  —     -       —  —  — 

Ainsi  qu'il  est  mentionne  ci-dessus,  j'ai  fait  plusieurs  series  d'ex- 
periences  avec  chacune  des  especes,  mais  pour  les  citer  toutes  il  me 
faudrait  donner  trop  d'ampleur  au  present  memoire. 

Experiences  faites  sur  un  milieu  nutritif  solide. 
La  methode  a  et6  decrite  page  21.     Les   experiences   sur  gelatine 
au  mout  a  25^  C.  ont  donne  les  resultats  suivants: 

Sacch.  cerevisicB  1. 
Au  bout  de  3  mois,  un  assez  grand  nombre  de  cellules  constam- 

ment  asporogenes. 

Sacch.  Pastorianus  I. 

Au    bout    de    1    an   et   9    mois,    point    de    cellules    constamment 

asporogenes. 

Sacch.  Pastorianus  II. 

Au  bout  de  1  an  et  9  mois,  un  assez  grand  nombre  de  cellules 
constamment  asporogenes. 

Sacch.  Pastorianus  III. 
Au   bout   de  1   an  et  9  mois,   tres   peu   de   cellules   constamment 
asporogenes. 

Sacch.  ellipsoideus  I. 

Au  bout  de  1  an  et  9  mois,  point  de  cellules  constamment 
asporogenes. 

Sacch.  ellipsoideus  II. 

Au  bout  de  1  an  et  9  mois,  un  petit  nombre  de  cellules  cons- 
tamment asporogenes. 

Johannisherg  II. 

Au  bout  de  1   an,   tres  peu  de  cellules  constamment  asporogenes. 

Sacch.  Ludmgii. 

Au  bout  de  1  an  et  9  mois,  point  de  cellules  constamment 
asporogenes. 

Sacch.  memhrancefaciens. 

Au  bout  de  1  an  et  9  mois,  point  de  cellules  constamment 
asporogenes. 
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Je  n'ai  done  pas  constate  I'existence  de  la  variete  constamment 
asporogene  chez  toutes  les  especes ;  mais  dans  les  cas  ou  je  I'ai  trouvee, 
le  nombre  des  cellules  qui  la  representaient  etait  toujours  relativement 
peu  considerable.  Gomme  on  le  voit,  les  cellules  sporogenes  predomi- 
naient  aussi  dans  les  tres  vieilles  cultures.  Chez  toutes  les  especes 
j'ai  observe  une  variation  fugace  dans  ce  sens.  De  meme  que  mes 
anciennes  experiences  relatives  au  Sacch.  Ludwigii,  de  1889,  ces 
dernieres  ont  aussi  donne  comme  resultat  qu'en  isolant  les  individus 
d'une  pareille  vegetation  dans  des  cultures  particulieres ,  je  pouvais 
obtenir  des  vegetations  produisant  soit  des  spores  nombreuses,  soit 
tres  peu  de  spores,  soit  point  de  spores,  et  que  cette  derniere  categorie 
se  conservait  souvent  durant  plusieurs  cultures  avant  de  retrouver  sa 
propriete  sporifique. 

Dans  les  experiences  pratiquees  sur  la  gelatine  au  mout  et  a  la 
temperature  ordinaire,  j'ai  observe  la  variete  constamment  asporogene 
dans  le  Sacch.  cerevisiae  I  au  bout  de  4  mois;  dans  le  Johannis- 
berg  II,  au  bout  de  1  an  et  3  mois,  et,  dans  le  Sacch.  anomalus, 
au  bout  de  6  mois,  mais  toujours  chez  un  petit  nombre  d'individus. 

Une  variete  constamment  asporogene  de  Sacch.  anomalus  s'est 
aussi  montree  dans  une  experience  pratiquee  sur  gelatine  nutritive  au 
mout  additionne  d'agar-agar  (mout  additionn6  de  1^/2  p.  c.  d'agar-agar 
et  de  5  p.  c.  de  gelatine)  a  34  ^G.  11  semble  que  cette  espece  ne 
puisse  pas  cesser  de  donner  des  voiles;  en  tous  cas,  celles  de  ses 
vegetations  asporogenes  que  j'ai  observees,  ont  toutes  continue  cette 
formation. 

Le  Sacch.  Pas  tori  anus  I  n'a  pas  produit  la  variete  constam- 
ment asporogene  dans  les  experiences  susmentionnees  sur  gelatine  au 
mout  a  25^  G.  et  a  la  temperature  ordinaire,  tandis  que  cette  forma- 
tion a  eu  lieu  sur  gelatine  nutritive  au  mout  additionne  d'agar-agar  a 
environ  32^  G.  Le  point  de  depart  etait,  comme  a  I'ordinaire,  I'ino- 
culation  superficielle  d'une  vegetation  douee  d'une  faculte  sporogene 
vigoureuse.  Differemment  des  experiences  precedentes  sur  un  milieu 
nulritif  solide^  de  nombreux  renouvellements  ont  eu  lieu;  chaque  cul- 
ture a  sejourne  1  ou  2  jours.  Dans  la  22®  culture,  on  a  observe  de 
nombreuses  cellules  sporogenes,  tandis  que  la  31®  culture  se  compo- 
sait  d'une  vegetation  dont  toutes  les  cellules  etaient  sans  spores  et  qui 
gardaient  constamment  cette  propriete. 

De  cette  serie  d'exp6riences,  j'ai  forme  une  nouvelle  serie  en 
prenant  la  20®  culture  pour  point  de  depart  et  en  la  faisant  sejourner 
a  34^  au  lieu  de  32^  G.  Les  cellules  produites  de  cette  maniere  dans 
I'espace  de  3  ou  4  jours  se  sont  aussi  montr^es  constamment  asporogenes. 
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Selection  ou  transformation? 

Si  Ton  parcourt  la  litterature  relative  a  la  variation  des  plantes, 
on  verra  qu'en  general  la  question  de  savoir  si  les  phenomenes  decrits 
sont  dus  a  une  selection  ou  a  une  transformation,  n'est  pas  posee,  et 
dans  le  peu  de  cas  oii  cette  question  est  discutee,  les  opinions  sont 
partagees  et  les  resultats  incertains. 

Dans  le  chapitre  introductif  de  son  ouvrage  intitule  De  danske 
Blomsterplanters  Naturhistorie  (Biologie  des  Phanerogames  da- 
noises,  1895  —  99)  M.  Raunkiser  soumet  cette  question  a  un  exanien 
detaille.  II  se  range  a  I'avis  des  auteurs  qui  pretendent  que  les 
preuves  qui  sont  ordinairement  produites  a  Tappui  de  I'opinion  que  des 
phenomenes  de  variation  sont  dus  a  une  transformation  produite  sous 
I'influence  des  facteurs  exterieurs,  ne  sont  pas  satisfaisantes.  Voici  com- 
ment il  s'exprime  (p.  LIl)  sur  mes  recherches:  ;;I1  parait  que  nous 
avons  ici  la  premiere  preuve  reeile  d'une  transformation  de  caractere 
produite  par  des  facteurs  exterieurs;  mais  seulement  si  Ton  a  le 
droit  de  le  supposer,  il  n'existe  aucune  multiplication  sexuelle  chez 
les  levures,  de  sorte  qu'on  ne  peut  pas  expliquer  le  resultat  obtenu  en 
renvoyant  aux  differences  qu'on  trouve  parmi  les  individus  appartenant 
aux  generations  qui  emanent  d'un  croisement".  Dans  les  communica- 
tions provisoires  auxquelles  M.  Raunkiser  fait  allusion,  je  ne  me  suis 
pas  prononce  sur  ce  point;  toutefois,  dans  la  suite,  j'ai  fait  de  vastes 
recherches  dans  ce  sens  egalement,  mais  je  n'ai  jamais  observe  aucun 
indice  d'une  pareilie  multiplication. 

En  ce  qui  concerne  les  plantes  superieures,  ce  sont  surtout  les 
recherches  sur  les  types  sans  semences  et,  quant  aux  microorganismes, 
les  etudes  de  la  forme  asporogene  du  microbe  de  la  fievre  charbon- 
neuse,  qui  nous  interessent  ici.  II  existe  un  grand  nombre  de  Phane- 
rogames dont  on  connait  des  varietes  aspermes.  Elles  sont  deja  men- 
tionnees  dans  les  plus  anciens  ouvrages  de  botanique  et,  par  consequent, 
elles  sont  observees  depuis  un  temps  immemorial.  Les  mieux  connues 
sont  les  varietes  aux  grands  fruits  comestibles  du  bananier  (Musa 
sapientum)  et  la  variete  du  raisin  dite  Gorinthe  (Vitis  vinifera 
var.  apyrena).  On  trouve  les  premieres  dans  un  grand  nombre  de 
types  cultives;  celles-ci,  suivant  les  observations  faites  en  Amerique 
par  M.  Rob.  Brown  et  par  d'autres,  sont  toutes  sans  semences,  et 
la  multiplication  se  fait  done  toujours  par  voie  vegetative.  Apres  des 
siecles  de  culture,  elles  se  sont  maintenues  constantes.  Au  contraire, 
dans  I'Asie  meridionale,  habitat  originaire  du  bananier,  les  plantes 
sauvages  se  multiplient  par  graines,  et  les  varietes  aspermes  qu'on  y 
cultive  retournent  souvent  aussi,  a  ce  qu'on  dit,  au  type  primitif.  En 
ce  qui  concerne  la  variety  asperme  susmentionn^e  du  raisin,  toutes  les 
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relations  portent  qu'elle  est  tout  a  fait  constante.  On  n'a  que  des 
renseignements  incertains  sur  I'origine  de  ces  varietes,  et  Ton  ne  sait 
rien  de  ce  qu'on  peut  attribuer  aux  agents  exterieurs  et  aux  agents 
int^rieurs.  Depuis  longtemps  on  connait  egalenaent  des  formes  asporo- 
genes  de  plusieurs  des  Gryptogames  sup6rieures;  mais  a  leur  egard  non 
plus  nous  n'avons  pas  de  renseignements  sur  les  questions  qui  sont 
d'un  int^ret  particulier  pour  nous. 

Gonsiderons  ensuite  les  recherches  faites  a  ce  sujet  sur  la  bacteridie 
charbonneuse  (Bacillus  Anthracis).  Pasteur,  on  le  sait,  publia 
une  methode  de  I'attenuation  du  virus.  D'apres  cette  methode,  les 
cellules  sont  cultivees  un  certain  temps  dans  le  bouillon  neutre  de 
poule  a  42^ — 43  ^G.  sans  renouvellement  du  liquide  nutritif.  Dans 
quelques  recherches  sur  I'influence  qu'exercent  certains  toxiques  a  I'egard 
de  cet  affaiblissement,  MM.  Ghamberland  et  Roux  (Gompt.  rend, 
LXXXXVI  (1883)  et  Ann.  de  I'Inst.  Past.  IV  (1890))  ont  constate 
que  les  cellules  perdent,  au  moins  provisoirement,  leur  pouvoir  sporifi- 
que,  si  on  les  cultive  dans  du  bouillon  additionne  d'un  peu  d'acide 
phenique  ou  de  bichromate  de  potasse,  tandis  qu'il  n'en  etait  pas  ainsi 
dans  I'experience  de  Pasteur.  Pendant  cette  experience,  les  cellules 
n'ont  produit,  il  est  vrai,  que  peu  ou  point  de  spores;  mais  elles  de- 
venaient  aussitot  vigoureusement  sporifiques,  si  on  les  cultivait  dans 
le  susdit  liquide  nutritif  a  une  temperature  favorable.  M.  Heim  repe- 
tant  I'experience  de  Ghamberland  et  Roux  constata  qu'apres  avoir 
ete  traitees  par  les  susdites  matieres  chimiques,  un  grand  nombre  des 
cellules  gardaient  leur  pouvoir  sporifique  et  que  les  cellules  qui  pour 
le  moment  avaient  cesse  de  donner  des  spores,  reprenaient  assez  vite 
cette  fonction  apres  avoir  ete  placees  dans  des  milieux  nutritifs  favorables. 

Apres  que  j'eus  public  ma  deuxieme  communication  sur  les  varietes 
asporogenes  des  Saccharomyces ,  M.  Phisalix,  dans  ses  experiences 
faites  avec  le  Bacillus  Anthracis,  a  employe  la  methode  decrite 
par  moi  en  le  cultivant  par  des  renouvellements  frequents  du  liquide 
nutritif  voisin  de  la  temperature  maxima  pour  la  multiplication  vege- 
tative (Gompt.  rend.  GXIV  (1892)).  II  reussit  de  cette  maniere  a 
produire  une  variete  asporogene  qui  se  maintenait  meme  si  on  la  cul- 
tivait dans  du  bouillon  a  une  temperature  favorable  a  la  formation  de 
spores.  Gette  experience  presenta  assurement  une  plus  grande  Constance 
et  plus  de  regularite  que  celle  de  Ghamberland  etRoux.  G'est 
seulement  quand  on  ajoutait  au  dit  bouillon  quelques  gouttes  de  sang 
d'un  cobaye  que  les  cellules  retournaient  a  la  formation  de  spores. 
Gonsequemment,  aussi  dans  I'experience  de  Phisalix,  la  variation  n'a 
6te  que  provisoire.  Gonformement  a  ce  fait,  les  cellules  de  la  variete 
produite  par  lui  contenaient  des  corpuscules  brillanls,    ou  ce  savant  et 
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M.  Ghauveau  voient  des  spores  rudimentaires.  La  question  fonda- 
mentale  de  savoir  si  la  variation  provisoire  que  je  viens  de  decrire, 
est  due  a  une  selection  ou  a  une  transformation,  n'a  point  ete  examinee. 

M.  Alfr.  Fischer  (Vorlesungen  uber  Bakterien,  1897, 
pp.  27,  70—72,  123—24)  regarde  I'att^nuation  du  virus  et  la  perte 
du  pouvoir  sporifique  chez  la  bacteridie  charbonneuse  comme  un  signe 
d'affaiblissement  et  de  degeneration  generale.  Selon  lui,  on  n'a  en- 
gendr6  aucune  nouvelle  race  vivace  et  aucune  transformation  ne  s'est 
produite:  ce  n'est  la  qu'une  modification  passagere  et  maladive.  G'est 
a  peu  pres  de  la  meme  maniere  que  Fischer  considere  mes  varietes 
asporogenes  des  Saccharomyces ,  et  il  pense  que  les  experiences  faites 
jusqu'ici  pour  engendrer  artificiellement  des  races  douees  de  nouvelles 
proprietes  morphologiques ,  ne  sont  pas  convaincantes.  La  discussion 
de  la  question  qu'il  a  posee  concernant  I'affaiblissement  sera  mieux  a 
sa  place  dans  mon  prochain  memoire,  ou  je  me  propose  surtout  de 
mentionner  les  proprietes  des  Saccharomyces  asporogenes;  les  autres 
objections  formulees  par  Fischer,  seront  mises  en  lumiere  dans  le 
present  travail. 

Examinons  maintenant  quel  est  le  rapport  entre  mes  experiences 
ci-dessus  decrites  et  la  question:  Selection  ou  transformation?  Mes  ex- 
periences faites  avec  le  Sacch.  Pastorianus  I  sont  un  peu  obscures 
sur  un  point:  comme  on  se  le  rappelle,  il  y  avait  des  cellules  asporo- 
genes dans  quelques-uns  des  points  de  depart.  Si  dans  d'autres  cas 
on  n'en  a  pas  constate  I'existence,  la  cause  en  est  peut-etre  que  j'ai 
pris  pour  base  une  cellule  qui  n'a  eu  aucune  faculte  de  fonder  une 
vegetation  mixte.  Si  nous  pouvions  simplement  admettre  ce  point  de 
vue,  tout  s'arrangerait  a  cet  egard;  mais  on  n'en  a  pas  la  certitude, 
puisque,  comme  je  I'ai  dit,  on  a  souvent  constate  I'existence  de  cellules 
asporogenes  dans  les  vegetations  par  lesquelles  ont  commence  les  ex- 
periences. Si  nous  avions  du  nous  servir  specialement  des  experiences 
relatives  a  cette  espece  pour  eiucider  la  question  importante  dont  il 
s'agit,  il  nous  eut  fallu  examiner  les  phenomenes  de  multiplication  des 
differentes  categories  de  cellules  qui  apparaissent  durant  la  culture  et, 
en  general,  la  concurrence  qui  a  lieu.  Mais  ces  recherches  sont  telle- 
ment  difficiles,  qu6  je  ne  pourrai  donner  des  renseignements  a  ce  sujet 
que  dans  un  m6moire  ulterieur. 

Pour  approfondir  la  question:  Selection  ou  transformation?  je  me 
suis  servi  surtout  du  Johannisberg  II.  Bien  que,  comme  on  se  le 
rappelle,  j'aie  fait  successivement  plusieurs  milliers  d'analyses  de  cette 
espece,  il  n'a  pas  ete  possible  de  signaler  une  seule  cellule  qui  put 
fonder  une  vegetation  asporogene.  Le  point  de  depart  des  experiences 
etait  parfaitement  pur  dans  tous  les  cas.    Peut-etre,  toutefois,  un  scepti- 
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que  extreme  objecterait-il  que  si  ]'on  avait  encore  augments  le  nombre 
des  analyses,  on  eut  pu  trouver  eventuellement  un  individu  de  la 
categorie  en  question.  La  somme  d'analyses  etant  aussi  grande  que 
dans  le  cas  present,  une  pareille  objection,  si  elle  6tait  formulee, 
serait  sans  importance;  mais  heureusement  I'argumentation  n'a  pas 
besoin  de  s'appuyer  exclusivement  sur  I'examen  du  point  de  depart: 
nous  pourrons  aussi  eclaircir  le  probleme  par  d'autres  voies. 

Supposons  qu'il  y  ait  eu  quelques  cellules  asporogenes  dans  les 
vegetations  par  lesquelles  les  experiences  ont  commence  et  que  ce  ne 
soit  qu'une  selection  et  non  une  transformation  qui  a  eu  lieu;  alors 
nous  ne  pourrons  pas  attendre  que  I'experience  reussisse  avec  toutes 
les  cellules,  mais  il  faut,  dans  ce  cas,  que  nous  ayons  aussi  des  series 
d'experiences  qui  persistent  a  se  composer  exclusivement  de  cellules 
sporogenes.  En  effet,  I'analyse  nous  a  appris  avec  certitude  que  cette 
derniere  categorie  a  la  preponderance  absolue  dans  la  semence.  Ge- 
pendant  on  constate  que  ceci  n'arrive  pas,  et  cela  non  seulement  en 
ce  qui  concerne  les  deux  especes  dont  nous  avons  parle  ici,  mais  pour 
toutes  les  autres  especes  qui  ont  ete  essayees,  sans  exception  aucune. 
En  un  mot,  la  variation  sign  alee  est  un  phenomene  gene- 
ral qui  se  presente  toujours  quand  on  soumet  les  cellules 
a  la  culture  qu'on  vient  de  decrire.  Nous  arrivons  egalement 
d'un  autre  cote  au  meme  resultat  principal. 

Le  point  de  depart  de  nos  experiences  relatives  au  Johannis- 
berg  II  consistait  toujours  en  cellules  qui  fondaient  des  vegetations 
largement  sporogenes.  Quant  a  des  cellules  qui  fondaient  des  vege- 
tations contenant  tres  peu  de  cellules  sporogenes,  ou  a  des  cellules 
qui  jusqu'a  nouvel  ordre  avaient  cesse  completement  de  donner  des 
spores,  il  n'y  en  avait  point,  pas  plus  que  de  cellules  constamment 
asporogenes.  Or,  trouvant  toujours  ces  formes  intermediaires  apres  le 
commencement  du  traitement  a  la  haute  temperature  et  surtout  dans  les 
premieres  cultures,  cela  nous  montre  egalement  que  c'est  une  trans- 
formation qui  a  lieu.  Si  I'apparition  de  la  vari§te  asporogene  ne  de- 
pendait  que  d'une  selection,  on  n'en  aurait  pas  besoin  du  tout.  II  va 
sans  dire  que,  cote  a  cote  a  la  transformation,  il  y  a  toujours  con- 
currence et  selection. 

Examinons  de  plus  pres  ces  formes  intermediaires.  Si  nous  pre- 
nons  une  quelconque  des  series  d'experiences  mentionnees  dans  ce  qui 
precede,  nous  verrons  que,  tandis  que  I'analyse  de  1000  cellules  du 
point  de  depart  nous  donne  toujours  comme  resultat  qu'elles  produi- 
sent  toutes  des  vegetations  sporogenes,  nous  n'avons,  apres  le  com- 
mencement de  la  culture,  qu'a  isoler  un  nombre  moitie  moindre  de 
cellules  pour  y  trouver  aussitot   des   cellules   asporogenes.     D6ja,    dans 
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la  2^  culture,  elles  existent  en  grand  nombre,  et  en  transportant  directe- 
ment  sur  blocs  de  platre  les  colonies  formees  sur  gelatine  au  mout  par 
cette  culture,  on  verra  qu'un  grand  nombre  de  ces  vegetations  ne  donnent 
pas  de  spores.  Apres  quelques  cultures  en  mout  de  biere,  beaucoup  d'entre 
elles  retournent  a  l'6tat  normal,  tandis  que  d'autres  se  maintiennent  encore 
constantes  au  bout  de  plus  d'un  an.  Dans  les  cultures  suivantes,  nous 
trouverons  un  plus  grand  nombre  de  cellules  constamment  asporogenes. 
Au  fur  et  a  mesure  du  traitement,  nous  aurons,  comme  on  Ta  dit 
plus  haut ,  un  plus  grand  pour-cent  de  cellules  asporogenes ,  et  le 
nombre  de  celles  qui  apres  une  culture  continue  en  mout  retournent 
a  la  forme  sporogene,  diminue  toujours. 

Aux  differentes  phases  du  traitement,  nous  pouvons  trouver  des 
cellules  qui  nous  donnent  des  vegetations  possedant  tous  les  degres  de 
faculte  sporogene  depuis  100  p.  c.  jusqu'a  0  p.  c.  II  vaut  aussi  la 
peine  de  remarquer  ici  le  fait  interessant  que,  surtout  dans  les  der- 
nieres  cultures,  nous  pouvons  isoler  des  cellules  produisant  chacune 
une  descendance  composee  d'individus  dont  quelques-uns  sont  asporo- 
genes, d'autres  au  contraire  fortement  sporifiques,  et  qui  contient  en 
outre  des  formes  intermediaires  entre  ces  deux  extremes.  En  continuant 
la  culture  a  une  temperature  favorable  et  en  repetant  dans  une  vege- 
tation nouvelle  I'isolement  des  cellules,  on  pent  reproduire  ce  pheno- 
mene  de  telle  sorte  qu'une  cellule  sporogene  determine  encore  la 
formation  des  trois  susdites  categories ,  et  les  cellules  asporogenes  qui 
apparaissent  dans  ces  vegetations  peuvent  conserver  cette  propriete  a 
travers  nombre  de  generations.  On  arrive  a  un  resultat  analogue  en 
scindant  la  categorie  qui  se  distingue  par  la  formation  d'un  tres  petit 
nombre  de  spores.  On  obtient  6galement  dans  ce  cas  les  trois  cate- 
gories: des  vegetations  produisant  quantite  de  spores,  tres  peu  de  spores 
et  point  de  spores,  et  la  categorie  tres  peu  sporifique  pent  souvent  se 
maintenir  a  travers  des  cultures  tres  nombreuses.  A  ce  sujet,  j'ai  fait 
des  observations  pendant  plus  de  deux  ans;  une  variete  constante  a 
fait  son  apparition.  Get  6tat  varie  nous  montre  que  I'equilibre  du 
pouvoir  sporifique  des  cellules  a  et6  diversement  ebranle,  et  voila  en- 
core un  phenomdne  nouveau,  inconnu  au  point  de  depart. 

Ainsi,  ce  n'est  pas  seulement  I'analyse  du  point  de 
depart,  mais  encore  toutes  les  recherches  des  differents 
cotes  du  phenomene,  qui  nous  montrent  que  c'est  une 
transformation  qui  a  lieu,  et  nous  avons  tout  lieu  d'admettre  que 
cela  ne  s'applique  pas  seulement  a  la  susdite  espece,  mais  encore  a 
toutes  les  autres  especes  de  Saccharomyces.  Comme  on  I'a  vu,  un 
appui  important  de  cette  opinion,  c'est  le  fait  que  non  seulement  chaque 
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cellule  vegetative,    mais   meme   chaque  spore  fonde  une  vegetation  que 
le  traitement  decrit  rend  asporogene. 

Si  nous  soumeltons  les  experiences  sur  gelatine  au  mout  a  une 
analyse  semblable  a  celle  que  nous  venons  de  decrire,  nous  verrons 
egalement  que,  dans  le  plasma  de  ces  cellules,  il  a  surgi  une  combi- 
naison  nouvelle  et  que,  dans  ce  cas-la,  la  variation  tient  aussi  a  une 
transformation. 

Sur  les  conditions  de  la  transformation. 

Dans  les  recherches  qui  vont  suivre,  on  traitera  d'abord  les  ex- 
periences faites  dans  des  liquides  et  ensuite  les  experiences  pratiquees  sur 
un  milieu  nutritif  solide.  Quant  aux  premieres,  il  faut  distinguer  les  fac- 
teurs  suivants :  la  composition  chimique,  les  oscillations  dues  a  I'agitation, 
I'aeration  et  la  temperature.  Examinons  separement  chacun  de  ces  facteurs. 

Si  nous  considerons  les  experiences  decrites  faites  en  mout  de 
biere,  nous  eprouverons  aussitot  I'impression  que  ce  n'est  guere  sa  com- 
position cbimique  speciale  qui  determine  la  transformation.  En  efifet, 
le  mout  de  biere  est  une  substance  tres  variable,  meme  dans  le  cas  ou 
on  le  tire  d'une  seule  et  meme  brasserie;  neanmoins,  comme  on  se  le 
rappelle^  la  transformation  se  produisait  toujours,  et  il  en  etait  ainsi,  non 
seulement  des  deux  especes  sur  lesquelles  portaient  principalement  les 
experiences  mentionnees  dans  le  present  travail,  mais  encore  de  toutes 
les  especes  essayees. 

Pour  eclaircir  cette  question,  j'ai  fait  des  experiences  avec  d^autres 
liquides  que  le  susdit;  la  methode  etait  du  reste  la  meme.  Quant 
au  Sacch.  Pastorianus  I,  elles  furent  pratiquees  soit  dans  de  I'eau 
distillee,  soit  dans  des  solutions  d'eau  de  levure  additionnee,  dans  une 
serie,  de  10  p.  c.  de  saccharose,  dans  une  autre,  de  10  p.  c.  de  dex- 
trose, et,  dans  une  troisieme,  de  5 — 10  p.  c.  de  maltose.  Dans  les 
trois  solutions  sucrees,  la  transformation  eut  lieu  de  la  meme  maniere 
que  dans  le  moul,  toutes  les  cellules  de  la  7®  culture  ayant  ete  trans- 
formees.  Dans  une  des  series  d'experiences  faites  dans  Teau,  on  ne 
trouva  dans  la  7^  culture  point  de  cellules  transformees ,  tandis  que, 
dans  une  autre  experience  semblable,  il  y  eut  une  seule  cellule  asporo- 
gene. Autrefois  j'ai  vu  dans  ce  phenomene  un  signe  de  ce  qu'une 
transformation  n'avait  probablement  pas  lieu  dans  Teau;  les  experiences 
ci-dessous  faites  avec  le  Johannisberg  II  demontrent  qu'en  tout  cas 
cela  ne  s'applique  pas  a  cette  espece.  Ces  experiences  furent  faites 
soit  dans  de  I'eau  distillee,  soit  dans  une  solution  compos^es  des  sub- 
stances suivantes: 

peptone 1   p.  c. 

maltose 5    — 
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1  ^  phosphate  de  potassium 0,3  p.  c. 

sulfate  de  magnesium 0,5    — 

eau 93,2    - 

La  levure  employee  a  cette  derniere  experience  avait  ete  engendree 
dans  le  liquide  nutritif  decrit,  puis  lavee,  pendant  quatre  heures  et  a 
environ  5^C.,  avec  de  I'eau  sterilisee.  Le  traitement  eut  lieu  a  36^  C; 
il  §tait  le  meme  que  dans  toutes  les  experiences  correspondantes  en 
mout  de  biere  ci-dessus  decrites.  Vers  la  fin  de  la  8^  culture,  on  fit 
repartir  sur  plaques  les  cellules,  ce  qui  donna  comme  resultat  qu'a 
cette  phase  on  trouvait  quelques  cellules  constamment  asporogenes; 
mais  en  pleine  15®  culture  encore,  le  nombre  des  cellules  de  cette 
categorie  n'etait  pas  grand. 

J'ai  fait  deux  experiences  avec  cette  meme  espece  dans  de  I'eau 
distillee,  d'ailleurs  de  la  meme  maniere  que  la  precedente.  Toutefois, 
dans  I'une  de  ces  experiences,  le  lavage  a  eu  lieu  d'une  maniere  plus 
radicale  encore,  a  savoir  pendant  trois  jours  avec  des  renouvellements 
repetes  de  I'eau  et  a  2^G.  Dans  ces  experiences,  la  levure  avait  ete 
engendree  en  culture  en  mout.  Apres  que  le  traitement  eut  atteint, 
a  36^,  la  fin  de  la  4®  culture,  on  trouva  un  petit  nombre  de  cellules 
constamment  transformees,  et  dans  les  cultures  posterieures  ce  nombre 
augmenta;  mais  dans  la  15®  culture  il  y  avait  toutefois  de  nombreuses 
cellules  sporogenes. 

Ces  experiences  nous  apprennent  ainsi  que  la  transformation  se 
produit  dans  des  liquides  d'une  composition  chimique  tres  differente,  et 
meme  dans  de  I'eau  distillee.  Un  liquide  d'une  composition 
d6terminee  n'est  done  pas  necessaire.  La  composition  chimi- 
que ne  joue  un  role  qu'autant  que,  dans  I'eau  et  dans  les  autres 
liquides  defavorables  a  la  nutrition  et  a  la  multiplication,  on  n'obtient 
qu'un  petit  nombre  de  cellules  transformees,  et  que,  dans  le  mout  de 
biere  et  dans  les  solutions  sucr^es  en  eau  de  levure  susmentionnees, 
on  en  a  au  contraire  un  grand  nombre. 

Examinons  ensuite  si  les  oscillations  du  liquide  dues  a  I'agitation 
qu'on  pratique  deux  fois  toutes  les  vingt-quatre  heures  en  vue  de 
I'aeration,  exercent  ou  non  quelque  influence  sur  la  transformation. 
Pour  eclaircir  cette  question,  j'ai  fait  de  la  maniere  suivante  quelques 
series  d'experiences  avec  le  Sacch.  Pastorianus  I  a  32^  G.  et  le 
Johannisberg  II  a  36^  G.  Apres  avoir  mis  la  levure  dans  des  bal- 
lons  charges  du  mout  ordinaire,  je  les  plaqai  aux  temperatures  indi- 
qu6es,  apres  quoi  ils  furent  abandonnes  pendant  vingt-quatre  heures. 
Puis  on  enleva  le  liquide,  et  un  echantillon  moyen  du  precipite  de  la 
levure  fut  transports  dans  d'autres  ballons  charges  de  mout.  En  un 
mot,    les  cultures  se  formerent  de  la  meme  maniere  que  dans  les  ex- 
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p6riences  ordinaires  de  transformation;  seulement  les  levures  ne  furent 
exposees  a  aucuue  agitation.  La  transformation  eut  lieu  tout  de  meme, 
et  par  consequent  on  en  vint  a  constater  que  les  oscillations  ne 
sont  pas  necessaires.  Toutefois  elles  ont  une  importance  indirecte 
en  ce  qu'elles  ont  pour  effet  d'eliminer  I'acide  carbonique,  de  mettre 
les  cellules  en  contact  avec  de  nouvelles  particules  nutritives  et  de 
faire  affluer  Pair. 

Passons  a  I'etude  des  deux  facteurs,  aeration  et  temperature. 

La  premiere  question  a  poser  a  propos  de  I'a^ration  touche  a  la 
possibilite  de  produire  une  transformation  par  Pair  sans  I'aide  d'une 
haute  temperature.  G'est  pourquoi  les  experiences  qui  suivent  ont  ete 
faites  avec  les  deux  especes  susdites.  Dans  la  premiere  serie,  le  dis- 
positif  des  experiences  fut  exactement  celui  qu'on  a  decrit  plus  haut 
pour  les  essais  ordinaires  de  transformation  dans  le  mout  de  biere,  a 
cela  pres  que  les  ballons  furent  tenus  a  25^  G.  au  lieu  de  subir  de 
hautes  temperatures.  Bien  que  ces  experiences  aient  ete  prolongees  a 
travers  de  nombreuses  cultures  et  que  plusieurs  de  ces  cultures  aient 
subi  un  tres  grand  nombre  d'analyses^  il  n'y  a  pas  eu  signe  de  trans- 
formation; cette  transformation  ne  se  produit  pas  dans  les  conditions 
d'experiences  indiquees.  On  pourrait  cependant  croire  qu'elle  aurait 
lieu,  si  Ton  augmenlait  la  quantite  d'air  et  le  degre  d'oxydation;  aussi 
a-t-on  fait  de  nouvelles  experiences  avec  les  deux  especes,  soit  en 
effleurant  le  liquide  d'un  courant  d'air  uniforme  et  continu,  soit  par 
insufflation  d'air  dans  le  liquide  meme,  ce  qui  otait  toute  chance  d'ac- 
cumulation  a  I'acide  carbonique  forme  durant  la  fermentation;  surtout 
dans  le  dernier  cas,  I'aeration  etait  tres  active.  On  y  a  ajoute  des 
series  d'experiences  analogues  faites  avec  de  I'oxygene  pur.  Dans  tous 
les  cas,  on  prit  la  precaution  de  prevenir  toute  infection  a  I'aide  de 
filtres  au  coton.  Les  analyses  ont  compris  10  cultures  dans  certains 
cas  et  14  dans  d'autres.  Le  resultat  fut,  encore  dans  ces  conditions, 
I'absence  de  transformation. 

Le  Sacch.  Pastorianus  I  fut  en  outre  I'objet  d'une  serie  d'ex- 
periences oil  Ton  insuffla  un  courant  d'oxygene,  comme  on  I'a  decrit 
ci-dessus ,  mais  cette  fois  a  32.^  G.  Le  choix  de  cette  temperature 
forqa  a  formuler  la  question  autrement  que  dans  les  cas  precedents  et 
a  se  demander  si  en  pareilles  circonstances  la  transformation  serait 
plus  prompte  et  plus  energique.     On  constata  que  non. 

Ges  experiences  ont  done  toutes  etabli  que,  sans  elevation  de 
temperature,  I'aeration  est  aussi  impuissante  a  determiner 
la  transformation  que  les  facteurs  ci-devant  examines. 

En  considerant  de  plus  pres  les  experiences,  on  voit  que  la  trans- 
formation est  precedee  d'une  multiplication;    le    plus   grand  nombre  de 
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cellules  transformees  nous  a  ete  fourni  par  les  conditions  d'experiences 
dans  lesquelles  la  multiplication  etait  la  plus  grande;  c'est  en  effet  ce 
qui  ressort  clairement  de  la  comparaison  entre  les  experiences  faites 
avec  Teau  et  celles  faites  avec  le  moiit.  G'est  un  fait  etabli  depuis 
longtemps  que  I'aeralion  joue  un  role  important  a  I'egard  de  la  re- 
production; il  se  peut  meme  qu'elle  contribue  directement  a  la  trans- 
formation en  oxydant  le  protoplasma  des  cellules.  Les  experiences 
mentionnees  p.  32  montrent  que  la  transformation  avait  egalement  lieu 
dans  un  liquide  abandonne  a  lui-meme,  oil  par  consequent  I'aeration 
etait  moindre  que  dans  les  experiences  ordinaires,  Dans  des  cultures 
en  mout  du  Johannisberg  11.,  non  seulement  abandonnees  a  elles- 
memes  a  36°  C,  mais  dont  le  liquide  n'etait  pas  renouvele  non  plus, 
on  vit  aussi  se  former  apres  quelques  jours  de  repos  un  petit  nombre 
de  cellules  constamment  asporogenes.  II  n'est  done  pas  besoin  d'une 
aeration  speciale;  mais  il  n'est  pas  probable  que  la  transformation 
puisse  avoir  lieu,    si  les  cellules  sont  completement  isolees  de  tout  air. 

Dans  le  but  de  faire  connaitre  I'effet  de  I'aeration,  nous  communi- 
quons  I'experience  suivante  faite  avec  le  Johannisberg  II.  On  sema 
comme  d'ordinaire  une  vegetation  jeune  et  vigoureuse  a  la  temperature 
de  36°  C.  Le  mout  employe  venait  d'etre  purge  d'air  par  ebullition. 
Une  culture  fut  abandonnee  a  elle-meme  a  I'abri  des  agitations;  une 
autre  fut  agitee  deux  fois  par  jour;  on  les  denomma,  en  consequence, 
culture  calme  et  culture  agitee.  A  24  heures  d'intervalle ,  on 
produisit  de  nouvelles  cultures  en  suivant  d'ailleurs  les  memes  disposi- 
tifs  et  methodes  que  ci-dessus. 

Aussi  bien  dans  la  2^  culture  que  dans  la  3^,  par  consequent  au 
bout  de  2  et  de  3  jours  de  traitement  a  haute  temperature,  on  constata 
ce  que  mentionnent  les  pages  35  et  36,  savoir  que  dans  la  culture 
agitee  il  y  avait  des  cellules  transformees  un  peu  plus  nombreuses  que 
dans  la  culture  calme;  mais  cette  difference  devint  plus  saillante  encore, 
quand  les  cellules  daterent  d'une  culture  de  trois  mois  a  la  temperature 
ordinaire.  II  s'etait  alors  produit  dans  quelques-unes  des  cellules  asporo- 
genes une  regeneration  beaucoup  plus  considerable  dans  la  vegetation 
engendree  sans  agitation  que  dans  celle  avec  agitation.  Dans  la  2^  culture, 
le  rapport  entre  les  cellules  sans  spores  des  deux  cultures  etait  alors  ^Vso 
et  dans  la  3®  ^^^64,  les  numerateurs  correspondant  au  contenu  des  cultures 
agitees  et  les  d^nominateurs  a  celui  des  cultures  calmes.  On  constata  que, 
dans  les  cultures  ou  I'aeration  etait  le  plus  abondante,  non  seulement 
la  transformation  etait  tout  de  suite  la  plus  grande,  mais  encore  elle 
6tait  plus  persistante  que  dans  les  cultures  moins  aerees.  Un  autre 
essai  qui  rend  encore  plus  palpable  Paction  de  I'air,  sera  communique 
dans  mon  prochain  memoire  sur  la  variation. 
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Analyse  de  la  2^  culture  agitee. 


330  colo- 
nies  dues 
a  une  re- 
partition 
sur  gela- 
tine au 
moiit. 


172etaient 
grandes  et 
donnerent 

directe- 

ment  sur 

bloc  de 

platre : 


(  127   vege- 
tations 
sporo- 
genes. 

45  vegeta- 
tions aspo- 

rogenes 
qui,  aussi- 
lot  apres  1 
culture  en 
mout,don- 

nerent: 


158  etaient  petites  et 
furent  aussitot  mises  en 
mout,  puis  cultivees  de 
la  maniere  ordinaire  sur 
bloc  de  platre,  d'ou  re- 
sulterent; 


27  vegeta- 
tions spo- 
rogenes. 

18  vegeta- 
tions aspo- 
rogenes. 

43  vegeta- 
tions aspo- 
rogenes. 

115  vege- 
tations 
sporo- 
ffenes. 


Ges   61  vege- 
tations sans 
spores    ay  ant 
sejourne  3 
mois,  puis 
subi  2  cul- 
tures en  mout, 
donnerent : 


17  vegeta- 
tions spo- 
rogenes. 

44  vegeta- 
tions aspo- 
rogenes. 


Analyse  de  la  2®  culture  calme. 


330  colo- 
nies   dues 
a  une  re- 
partition 
sur  gela- 
tine au 
mout. 


221etaient 
grandes  et 
donnerent 

directe- 

ment  sur 

bloc  de 

platre: 


170  vege- 
tations 
spoio- 
genes. 

51  vegeta- 
tions aspo- 
rogenes 
qui,  aussi- 
tot apres  1 
culture  en 
moiJt, don- 
nerent: 


109  etaient  petites  et 
furent  aussitot  mises  en 
mout,  puis  cultivees  de 
la  maniere  ordinaire  sur 
bloc  de  platre,  d'ou  re- 
sulterent: 


26  vegeta- 
tions spo- 
rogenes. 

25  vegeta- 
tions aspo- 
rogenes. 

33  vegeta- 
tions aspo- 
rosrenes. 


76  vegeta- 
tions spo- 
rogenes. 


Ges   58  vege- 
tations sans 
spores    ayant 
sejourne  3 
mois,  puis 
subi  2  cul- 
tures en  mout, 
donnerent: 


28  vegeta- 
tions spo- 
rog^nes. 


30  vegeta- 
tions aspo- 
rogenes. 


3* 
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Analyse  de  la  3^  culture  agitee. 


SOOetaient 
grandes  et 
donnerent 

147    vege- 
tations 
sporo- 
genes. 

directe-     , 
irient  sur 
bloc  de 

153   vege- 
tations 

95  vegeta- 

500 colo- 
nies  dues 

platre : 

asporo- 
genes  qui, 
aussitot    < 

tions  spo- 
rogenes. 

a  une  re- 

apres 1 

58  vegeta- 

Ges 160  vege- 

51 vegeta 

partition   ' 

culture  en 

tions  aspo- 

tations  sans 

tions  spo 

sur  gela- 

mout, don- 

rog^nes. 

spores    ayant 

rogenes. 

tine  au 
raout. 

200    etaien 
furent  auss 
mout,  puis 

nerent: 

t    petites    et 
itot  raises  en 
cultivees  de  ^ 

•  102   vege- 
tations 
asporo- 
genes. 

98  vegeta- 
tions spo- 
rogenes. 

sejourne  3 
mois,  puis 
subi  2  cul- 
tures en  mout, 
donnerent: 

109   vege 

tations 

asporo- 

genes. 

la  maniere 

bloc  de  pla 

suite] 

ordinaire  sur 
tre,  d'oii  re- 
rent: 

Analyse  de  la  3«  culture  calme. 


500  colo- 
nies   dues 
a  une  re- 
partition 
sur  gela- 
tine au 
motit. 


324etaient 
grandes  et 
donnerent 

directe- 

ment  sur 

bloc  de 

platre : 


220  vege- 
tatioi  s 
sporo- 
genes. 

104   vege- 
tations 
asporo- 

genes  qui, 
aussitot 
apres  1 

culture  en 

mout,  don- 
nerent: 


176  etaient  petites  et 
furent  aussitot  raises  en 
mout,  puis  cultivees  de 
la  maniere  ordinaire  sur 
bloc  de  platre,  d'ou  re- 
sult^rent: 


49  vegeta- 
tions spo- 
rogenes. 

55  vegeta- 
tions aspo- 
rogenes. 

80  vegeta- 
tions aspo- 
rogenes, 

96  vegeta- 
tions spo- 
rog^nes. 


Ges  135  vege- 
tations sans 
spores    ayant 
sejourne  3 
mois,  puis 
subi  2  cul- 
tures en  mout, 
donnerent: 


71  vegeta- 
tions spo- 
rogenes. 

64  vegeta- 
tions aspo- 
rogenes. 
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Dans  ce  qui  precede,  nous  avons  appris  que  la  transformation 
des  deux  especes  n'a  pas  lieu  quand  on  fait  les  experiences  a  la 
temperature  ordinaire  ou  a  25  ^  G. ,  meme  en  satisfaisant  a  toutes  les 
autres  conditions.  II  en  resulte  done  qu'une  haute  temperature 
est  necessaire,  si  Ton  choisit  le  dispositif  d'experiences 
indique.  En  examinant  les  resultats  des  recherches,  nous  trouvons 
que  c'est  la  le  facteur  le  plus  essentiel.  Toutefois,  son  influence 
sur  le  plasma  des  cellules  nous  est  aussi  mal  connue  que  celle  des 
autres  facteurs.  C'est  ici  que  s'ouvrent  de  nouvelles  questions  pour 
les  recherches  futures. 

Nous  allons  maintenant  etudier  les  conditions  qui  concourent  a  la 
transformation  sur  milieu  nutritif  solide.  Les  experiences  decriles  p.  24 
et  faites  sur  gelatine  au  mout,  nous  montrent  qu'il  se  produit  des 
transformations  provisoires  dans  toutes  les  especes  qu'on  a  traitees  par 
ce  procede,  mais  que  les  varietes  constamment  asporogenes  ne  figurent 
que  dans  quelques-unes  de  ces  especes.  Durant  ces  experiences,  la 
transformation  se  manifesta  dans  des  circonstances  toutes  differentes 
de  celles  des  experiences  portant  sur  les  liquides;  elle  avail  lieu  aussi 
bien  a  la  temperature  ordinaire  qu'a  25  ^C;  I'elevation  de  la  tempera- 
ture etait  inutile  et  le  milieu  nutritif  ne  fut  pas  renouvele.  Ce  dernier 
point  est  important  pour  notre  etude.  Afm  de  le  rendre  encore  plus 
clair,  je  fis  avec  le  Johannisberg  II,  dont  le  point  de  depart  est  pur, 
comme  les  analyses  nous  I'ont  montre,  I'experience  ci-dessous.  Dans 
une  des  series,  Je  miheu  nutritif  fut  frequemment  renouvele,  des  cellu- 
les etant  transportees  d'une  culture  sur  gelatine  a  une  autre,  a  inter- 
valles  rapproches.  Dans  I'autre  serie,  on  ne  fit  aucun  renouvellement. 
La  premiere  de  ces  series  ne  donna  aucune  transformation,  bien  que 
la  reproduction  fut  tres  active  et  que  I'aeration  se  fit  exactement 
comme  dans  la  serie  sans  renouvellements.  Les  cellules  de  la  se- 
conde  serie  ayant  sejourne  15  mois  sur  la  meme  gelatine  au  mout, 
la  transformation  s'etait  manifestee.  Mais  alors  aussi  la  gelatine  s'etait 
liquefiee,  signe  d'apparition  de  modifications  chimiques  ab- 
sentes  au  debut  de  I'experience  et  qui  n'ont  pas  non  plus  atteint  les 
vegetations  transportees  a  courts  intervalles  sur  une  nouvelle  gelatine 
nutritive,  et  par  consequent  c'est  ici  qu'il  faut  chercher  la 
condition  essentielle  de  la  transformation  constatee  dans  ces  ex- 
periences. La  temperature  y  joue  bien  un  role,  mais  il  se  borne  a  ce 
que  la  transformation  est  plus  lente  a  la  temperature  ordinaire  qu'a 
25^  C.  D'ailleurs,  les  biologues  sont  assez  habitues  a  voir  le  meme 
resultat  obtenu  par  des  moyens  differents. 

En  quelques-unes  des  especes  soumises  au  traitement  a  la  gelatine 
nutritive    tel   qu'il   a   ete   decrit,    on    ne  constata  qu'une  transformation 
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fugace;  il  faut  y  ranger  le  Sacch.  Pastorianus  I.  Dans  les  expe- 
riences decrites  p.  25,  au  contraire,  cetle  derniere  espece  fut  trans- 
formee  en  une  variete  constamment  depourvue  de  spores  et  de  voiles, 
si  la  culture  ayant  lieu  sur  un  milieu  solide,  subit  de  frequents  re- 
nouvellements  de  ce  milieu  a  32^  et  a  34  ^G.  au  lieu  des  basses 
temperatures  mentionnees.  Gela  nous  montre  que  meme  dans  les  ex- 
periences sur  milieu  nutritif  solide,  la  temperature  elevee  peut  figurer 
conime  facteur  essentiel.  On  finira  probablement  par  constater  la 
meme  chose  dans  des  especes  autres   que  le  Sacch.  Pastorianus  I. 

Septembre   1900. 
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Recherclies  sur  les  bacteries  acetifiantes. 

(Troisieme  memo  ire.) 

Par 

Emil  Chr.  Hansen. 


Jue  present  m^moire  donne  communication  de  nouvelles  recherches 
sur  la  Jimite  de  vitalite  et  la  variation  des  trois  especes  que  j'ai  de- 
crites.  M.  Schionning,  attache  au  Laboratoire,  m'a  prete  la  main 
pour  les  analyses. 

Limit e  de  vitalite. 

Les  premieres  contributions  sous  ce  rapport  ont  6te  communiquees 
dans  mon  second  memoire  (Gompt.  rend,  d.u  Laborat.  Carlsb.  Ill, 
210  (1894))  qui  decrit  egalement  les  procedes  ainsi  que  les  especes 
traitees.  Les  nouvelles  recherches  qu'on  va  presenter,  renseignent 
d'abord  sur  la  vitalite  des  cellules  sur  milieux  nutritifs  tels  que  biere 
basse  de  garde,  biere  double,  sucre  de  canne  dissous  (a  10  p.  c.)  dans 
I'eau,  et  eau  distillee.  On  rapporte  ensuite  les  experiences  sur  la 
limite  de  vitalite  durant  la  dessiccation.  Ge  sont  la  les  phenomenes 
qui,  d'une  part,  interessent  en  particulier  le  probleme  de  trouver  la 
meilleure  methode  de  conservation  et,  d'autre  part,  nous  renseignent 
sur  la  vie  de  la  cellule  dans  la  nature. 

Bact,  aceti. 
Dans  la  biere  basse  de  garde,  cette  bacterie  est  rest6e  vivante 
durant  plus  de  9  annees.  Dans  la  biere  double,  sa  vie  a  parfois  de- 
passe  6  ans ;  dans  d'autres  cas,  elle  est  morte  en  moins  de  5  ans. 
Dans  une  solution  de  saccharose,  la  limite  de  sa  vitality  etait  d'environ 
2  ans;  dans  Teau,  elle  etait  autour  de   16  mois. 

Bact.  Pasteurianum. 
Dans   la   biere   basse   de    garde,    sa   vie    a   depasse    10   ans,    bien 
qu'en  un  cas  isole  cette  bacterie  soil  morte  au  bout  de   1    a  2  annees. 
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Dans  la  biere  double,  elle  a  generalement  vecu  plus  de  6  ans;  dans  un 
cas,  la  mort  est  survenue  au  bout  de  27  mois.  Dans  une  solution 
de  saccharose,  la  limite  de  vitalite  a  ete  d'environ  une  annee;  dans 
I'eau,  cette  bacterie  est  morte  au  bout  de  6  ou   12  mois. 

Bact.  Kiitzingianum. 

Quelques-unes  de  ses  cultures  sont  restees  en  vie  dans  la  biere 
basse  de  garde  pendant  plus  de  7  ans,  tandis  que  d'autres  ne  se 
conservaient  en  vie  que  pendant  5  ans  environ.  Dans  la  bi^re  double, 
sa  vie  a  generalement  depasse  6  ans,  bien  que  certaines  cultures 
I'aient  vue  succomber  apres  5  ans  d'existence.  Dans  une  solution  de 
saccharose,  la  limite  de  vitalite  etait  d'environ  une  annee,  et  de  9  mois 
dans  I'eau. 

En  general  les  trois  especes  susdites  ont  vecu  plus  de  4  ans  dans 
la  biere  basse  de  garde,  et  de  nouvelles  experiences  m'ont  egalement 
revele  ce  Hquide  comme  le  meilleur  excipient  pour  conserver  ces  cellules. 
On  se  rappellera  que  mon  memoire  sur  la  vitalite  des  Saccharomyces 
(Gompt.  rend,  du  Laborat.  Garlsb.  IV,  93  (1898))  mentionne  la 
grande  importance  de  la  solution  de  saccharose  pour  conserver  les 
levures  et  plusieurs  moisissures.  L'experience  precedente  nous  revele 
au  contraire  qu'il  n'en  est  point  ainsi  des  bacteries  acetifiantes :  elles 
ne  conservent  que  peu  de  temps  leur  vitalite  dans  ce  liquide,  et  a  cet 
egard  I'eau  ne  leui   est  pas  non  plus  favorable. 

Les  experiences  rapportees  dans  mon  second  memoire  montrent  qu'a 
Petal  sec,  de  jeunes  et  vigoureuses  cellules  de  Bact.  Pasteurianum 
se  sont  maintenues  en  vie  plus  de  4  mois,  mais  n'ont  point  depasse 
5  mois.  Dans  ces  experiences,  une  petite  quantite  de  ces  cellules  fut 
placee  sur  un  morceau  de  fil  de  platine  qu'on  introduisit  dans  un 
matras  Freudenreich  vide  a  la  temperature  ordinaire.  En  repetant 
cette  experience  sur  I'espece  susdite,  sur  le  Bact.  aceti  et  sur  le 
Bact.  Kiitzingianum,  j'ai  constate  que  pour  tous  les  trois  la  limite 
de  vitalite,  en  pareilles  circonstances,  se  tient  autour  de  5  mois,  c'est- 
a-dire  precisement  le  resultat  auquel  j'etais  parvenu  anterieurement  dans 
mes  essais  sur  le  Bact.  Pasteurianum  seul.  G'est  egalement  de 
cette  maniere  que  se  comporterent  ces  especes  quand  je  tins  k  40^  G., 
au  lieu  de  la  temperature  ordinaire,  les  matras  contenant  les  cellules 
dessechees. 

Dans  le  but  de  decouvrir,  si  possible,  une  methode  capable  de 
faire  vivre  les  cellules  dessechees  plus  longtemps  que  dans  les  cas 
precedents ,  j'ai  fait  sur  les  trois  especes  les  experiences  suivantes.  Je 
fis  d'abord  sojourner  a  la  temperature  ordinaire  pendant  deux  jours  les 
fragments  de  fil  de  platine    charges   de   cellules   et   introduits   dans  des 
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matras  Freudenreich ,  apres  quoi  je  les  fis  passer  dans  le  tube  ropre- 
sente  ci-contre  (fig.  1  en  demi-grandeur)  et  fermai  aussitot  a  la  lampe 
ce  tube  en  a.  Une  serie  de  ces  tubes  fut  tenue  dans  une 
armoire  a  I'abri  de  la  lumiere  et  a  la  temperature  ordi- 
naire, une  autre  serie  mise  dans  le  thermostat  a  2^G.  On 
constata  que  pour  la  premiere  serie  la  limite  de  vitalite 
etait  d'environ  5  mois  comme  dans  les  experiences  prece- 
dentes,  tandis  que  pour  la  seconde  serie  cette  limite  de- 
passait  une  annee.  La  vie  des  cellules  dessechees  a  done 
6t6  notablement  prolongee  quand  on  les  a  conservees  a 
une  basse  temperature:  en  consequence  on  peut  appeler 
le  nouveau  procede  un  progres.  Dans  les  experiences  a 
la  temperature  ordinaire,  I'exclusion  ou  I'admission  de  Pair 
n'importait  nullement ;  les  cellules  qui  se  trouvaient  dans 
les  tubes  fermes  a  la  lampe  avaient  la  meme  limite  d'exis- 
tence  que  celles  enfermees  dans  les  matras  Freudenreich 
des  premieres  experiences  decrites.  En  sera-t-il  ainsi  a 
une  temperature  inferieure?  On  ne  le  voit  pas.  En  tout 
cas,  il  est  commode  de  conserver  en  tubes  fermes  comme 
on  vient  de  le  mentionner,  justement  parce  que  la  tempera- 
ture est  basse;  car  un  long  sejour  en  glaciere  dans  des 
tubes  ou  dans  des  matras  oil  Pair  peut  penetrer,  expose 
les  cultures  a  I'attaque  du  Penicillium  glaucum  et 
d'autres  Moisissures. 

Pour  voir  combien  il  est  important  de  dessecher  avant 
de  fermer  les  tubes,  je  fis  une  experience  speciale  oil  je 
fermai  les  tubes  aussitot  apres  y  avoir  introduit  les  frag- 
ments de  fil  de  platine  charges  des  cellules  humides.  II  en 
resulta  que  ces  cellules  moururent  en  moins  de  5  mois, 
tant  a  la  temperature  ordinaire  qu'a  2^G.  Si,  dans  ces 
analyses,  on  passe  le  tube  a  la  flamme  pour  en  steriliser 
la  surface  avant  d'ouvrir  et  de  laisser  tomber  le  fil  de 
platine  dans  un  matras  contenant  un  liquide  nutritif,  il  va 
de  soi  qu'on  doit  veiller  a  ce  que  les  cellules  memes  ne  soient  pas  ex- 
posees  a  une  haute  temperature.  On  y  reussit  en  ne  passant  par  la 
flamme  que  la  partie  du  tube  situee  en  a,  fig.  1 ,  et  en  ouvrant  en  ce  point. 

Aujourd'hui  qu'on  est  en  voie  d'introduire  dans  la  fabrication  du 
vinaigre  la  culture  pure  d'especes  et  de  races  choisies ,  cette  Industrie, 
autant  que  celle  de  la  fermentation  alcoolique,  est  particulierement 
interessee  a  pouvoir  conserver  les  cellules  dans  I'etat  ou  elles  se 
trouvent  a  un  moment  donne.  Au  reste,  touchant  la  discussion  des 
methodes   de   conservation,    on    voudra   bien   se   reporter   au   memoire 


Fig.  1. 
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de   1894,    deja  cite,    ainsi    qu'a   mon   memoire   paru  en   1898  dans  le 
meme  periodique  et  traitant  de  la  vitalite  des  ferments  alcooliques. 

De  la  variation. 

Mes  deux  memoires  precedents  sur  les  bacteries  acetifiantes  con- 
tiennent  une  serie  de  communications  sur  la  variation  des  cellules  et 
surtout  sur  leur  richesse  de  formes  et  sur  les  facteurs  qui  y  deploient 
leur  activite.  Dans  mon  memoire  de  1894,  p.  194,  j'ai  constate  que 
c'est  la  couche  gelatineuse  des  cellules  du  Bact.  Pasteurianum  et 
du  Bact.  Kiitzingianum,  a  laquelle  I'iodure  de  potassium  iode  et 
certaines  autres  solutions  d'iode  font  produire  la  reaction  bleue  parti- 
culiere  a  ces  especes,  et,  p.  195,  j'ai  mis  en  relief  I'observation  que 
j'ai  faite  de  I'impuissance  oil  elles  arrivent  enfin  de  donner  cette  re- 
action, tant  dans  des  liquides  que  sur  milieu  solide.  Toutefois  cette 
variation  etait  d'un  caractere  fugace  et  irregulier.  Apres  moi,  M.  Bei- 
jerinck  a  fait  une  observation  analogue-^):  il  a  trouve  qu'une  espece 
con^ue  par  lui  comme  Bact.  Pasteurianum  et  placee  en  cultures  en 
stries  sur  gelatine  a  la  biere,  developpait  certaines  cellules  dont  la  couche 
gelatineuse  avail  perdu  le  pouvoir  de  bleuir  par  la  solution  d'iode  et  qui 
en  restaient  la  apres  une  culture  continue  sur  un  nouveau  milieu  nutritif. 
M.  Hoyer  repeta  ces  experiences  dans  le  laboratoire  de  Beijerinck, 
et  arriva  au  meme  resultat^).  Si,  comme  les  indications  de  Beijerinck 
et  de  Hoyer  me  le  font  supposer,  la  culture  sur  gelatine  a  la  biere 
devait  toujours  etre  accompagnee  d'une  pareille  variation  constante  et 
qu'il  y  eut  la  une  regie  fixe,  il  y  aurait  un  interet  special  a  reiterer 
ces  recherches  et  a  les  etendre.  On  disposerait  alors  d'un  procede 
commode  pour  eclaircir  des  relations  importantes  de  la  variation.  On 
ne  pent  probablement  pas  imaginer  un  objet  qui  se  prete  mieux  a 
I'analyse.  Dans  I'espace  de  quelques  minutes  on  est  a  meme  d'etudier, 
a  ce  point  de  vue,  plusieurs  milliers  de  vegetations.  En  effet,  pour 
decider  si  cette  variation  de  la  couche  gelatineuse  a  lieu  ou  non,  il 
suffit  de  repartir  les  cellules  a  la  surface  d'une  gelatine  au  mout  a 
I'aide  d'un  pinceau  en  platine,  et  quand  les  colonies  developpees  sont 
perceptibles  a  I'oeil  nu,  on  verse  dessus  une  solution  d'iodure  de  potas- 
sium iode.  Je  resolus  done  de  reprendre  mes  recherches  a  ce  sujet 
et  surtout  de  faire  un  essai  sur  la  gelatine  a  la  biere. 

Bien  que  dans  ce  qui  precede  il  ait  ete  question  seulement  du 
Bact.  Pasteurianum,  je  n'en  ai  pas  moins  trouve  a  propos  de  faire 

^)  Beijerinck,  Ueber  die  Arten  der  Essigbakterien  (Gentralbl.  f.  Bakteri- 

ologie,  Parasitenkunde,  etc.  2.  Abt.,  IV,  209  (1898)). 
^)   Hoyer,    Etudes  sur   les   bacteries   acetifiantes    (Archives    neerlandaises 

des  sciences  exactes  et  naturelles  [2]  II,  190  (1899)). 
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figurer  le  Bact.  Kiitzingianum  dans  mes  experiences.  On  pla^a  les 
cellules,  en  cultures  en  stries,  sur  des  couches  epaisses  de  gelatines 
telles  que  gelatine  a  la  biere  (soil  biere  double,  soit  biere  basse  de  garde), 
gelatine  au  mout,  gelatine  au  mout  additionnee  d'agar-agar  et  gelatine 
a  I'eau  de  levure  additionnee  de  saccharose,  dont  mes  memoires  prece- 
dents donnent  les  formules. 

Les  experiences  sur  gelatine  au  mout  additionnee  d'agar-agar  furent 
faites  a  32^  —  33^0.,  et  a  25^  sur  les  autres  gelatines  nutritives.  Toute- 
fois  on  experimenta  aussi,  a  la  temperature  ordinaire,  avec  le  Bact. 
Pasteurianum  sur  les  deux  gelatines  a  la  biere.  A  divers  moments, 
chaque  culture  subit  la  repartition  sur  plaques  mentionnee  plus  haut  des 
echantillons  moyens  des  cellules,  puis  on  examina  chaque  fois  3 — 4000 
colonies;  on  avait  prealablement  fait  un  essai  analogue  des  points 
de  depart. 

La  culture  du  Bact.  Pasteurianum  fut  poursuivie  durant  une 
annee.  A  la  cloture  des  experiences,  cette  espece  donna  bien  dans 
tons  les  cas  quelques  cellules  dont  la  couche  gelalineuse  avait  temporaire- 
ment  perdu  le  pouvoir  de  produire  la  substance  qui  donne  la  reaction 
bleue  par  les  solutions  d'iode;  mais,  cultivees  en  biere  double,  ces 
cellules  revinrent  promptement  a  I'etat  normal.  Bref,  c'etait  la  con- 
corder  parfaitement  avec  mes  observations  anterieures. 

Les  experiences  avec  le  Bact.  Kiitzingianum  furent  faites  de 
la  meme  maniere  que  pour  le  Bact.  Pasteurianum,  excepte  toute- 
fois  la  temperature  ordinaire,  et  je  les  interrompis  au  bout  d'environ 
8  mois.  Ici  aussi,  ce  fut  dans  toutes  les  cultures  qu'on  constata  la 
transformation  temporaire  des  cellules.  La  transformation  constante 
d'un  petit  nombre  de  cellules  fut  constatee  dans  des  vegetations  sur 
gelatine  au  mout  a  25^  C,  sur  gelatine  au  mout  additionnee  d^agar- 
agar  a  32^ — 33  ^G.  et  sur  gelatine  a  la  biere  basse  de  garde  a  25  ^G. 
La  majeure  partie  des  cellules  n'etait  pas  transformee,  et  la  aussi  on 
constata  une  grande  irregularite.  En  repetant  ce  genre  d'experiences, 
j'ai  trouve,  dans  quelques  cas,  des  cellules  a  transformation  constante; 
dans  d'autres,  je  n'en  ai  pas  trouve.  Par  cellules  constamment  trans- 
formees  j'entends,  ici  comme  dans  la  suite,  celles  qui  ne  donnerent 
pas  la  susdite  reaction  bleue  et  qui  persisterent  dans  cet  etat  durant 
toute  une  annee  encore,  bien  que  cultivees  dans  des  conditions  favora- 
bles.  Nous  employons  le  terme  transformation  pour  mieux  nous 
exprimer  sur  cet  etat  de  choses.  La  transformation  est-elle  reellc  ou 
non?  G'est  ce  que  Pirregularite  des  resultats  ne  permet  pas  de  decider. 

Dans  les  nouvelles  experiences  sur  les  gelatines  nutritives,  le 
Bact.  Pasteurianum  ne  subit  done,  comme  anterieurement,  qu'une 
transformation  purement  provisoire,   et   les   indications    de  Beijerinck 
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et  de  Hoyer  n'ont  pas  ete  confirmees.  Selon  toute  probabilite,  ils 
n'ont  pas  opere  sur  cette  bacterie :  c'est  plutot  sur  le  Bact.  Kutzin- 
gianum  ou  telle  autre  espece  qui  s'en  rapproche;  mais,  comme  nous 
I'avons  vu,  ce  n'est  pas  non  plus  pour  le  Bact.  Kutzingianum  que 
la  culture  sur  gelatine  a  la  biere  ou  autres  gelatines  fournit  un  procede 
certain  pour  determiner  une  variation  fixe  et  hereditaire. 

Dans  les  cultures  en  biere  qui  avaient  sejourne  longtemps,  j'ai 
6galement  pu  constater  de  temps  a  autre  la  presence  de  certaines 
cellules  ayant  perdu,  au  moins  pour  un  temps,  le  pouvoir  de  donner 
la  reaction  bleue;  mais  je  ne  decouvris  pas  plus  de  regie  ici  que  dans 
les  cas  precedents.  Dans  ces  cultures;  le  Bact.  Pasteurianum  s'est 
comporte  de  la  meme  maniere  que  le  Bact.  Kutzingianum. 

De  ses  observations  sur  la  couche  gelatineuse,  Beijerinck  conclut 
que  le  Bact.  Pasteurianum  doit  plutot  etre  considere  comme  variete 
d'un  des  types  dont  la  couche  gelatineuse  ne  donne  pas  la  reaction 
bleue  decrite,  et  il  classe  de  meme  I'espece  decrite  par  moi  sous  le 
nom  de  Bact.  aceti,  ainsi  que  les  deux  especes  de  Henneberg, 
savoir  le  Bact.  oxydans  et  le  Bact.  acetosum;  il  les  comprend 
dans  la  categoric  de  I'espece  etablie  par  lui,  Bact.  rancens. 

Comme  on  le  salt,  il  arrive  generalement ,  meme  aux  plantes 
superieures,  qu'un  de  leurs  caraoteres  pent  disparaitre;  il  n'y  a  done 
aucune  raison  de  remanier  ainsi  la  classification  des  bacteries  acetifi- 
antes;  en  outre,  le  Bact.  Pasteurianum  se  distingue  des  especes 
en  question  par  plusieurs  caracteres  autres  que  le  precite,  et  aucune 
de  ces  especes  n'est  capable  de  produire  la  couche  gela- 
tineuse qui  bleuit  par  la  solution  d'iode.  Ge  caractere  est 
en  somme  un  des  meilleurs  que  nous  connaissions  aux  bacteries ;  il  a 
un  haut  degre  de  Constance,  ainsi  que  I'ont  montre  les  experiences 
decrites  anterieurement.  Beijerinck  maintient  provisoirement  en  qualite 
de  „fait  reconnu  par  tout  le  monde"  I'espece  Bact.  Pasteurianum; 
mais,  selon  lui,  c'est  une  erreur  qui  devrait  bien  etre  rectifiee,  et  mon 
espece  devrait  etre  remplacee  par  la  nouvelle  espece  qu'il  a  decrite. 
Les  objections  qu'il  fait  a  I'adoption  de  I'espece  Bact.  Kutzingianum 
sont  d'une  teneur  si  generale,  qu'il  n'y  a  pas  a  les  discuter.  D'ail- 
leurs,  cette  meme  espece  est  aussi  reconnue  par  les  specialistes  compe- 
tents:  elle  est,  a  I'instar  de  la  precedente,  etablie  non  sur  un  seul 
caractere,  mais  sur  plusieurs,  et  ces  caracteres  ne  se  bornent  pas  a 
un  seul  mode  de  culture  determine.  MM.  Henneberg  et  Seifert 
ont  ajoute  de  nouveaux  caracteres  distinctifs  a  ceux  que  j'ai  marques 
pour  differencier  ces  deux  especes. 

Voici  ce  que  Beijerinck  dit  de  I'espece  que  j'ai  decrite  sous  le 
nom    de    Bact.    aceti:     „M.  Hansen    commet    la    meme    erreur    que 
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M.  Brown  en  denommant  cette  espece  Bact.  aceti.  Ni  Han?:en  ni 
Brown  n'ont  aucune  connaissance  du  Bact.  aceti,  Pasteur".  Cette 
maniere  de  parler  aussi  est  pen  claire.  La  designation  specifique  aceti 
n'est  point  due  a  Pasteur,  comme  Beijerinck  semble  le  supposer, 
mais  a  Kiitzing,  et  je  I'ai  adoptee  parce  qu'elle  avait  deja  cours  dans 
les  livres.  Elle  representait  alors  les  bacteries  acetifiantes  en  general 
et  non  pas  une  unite  systematique  et  definie.  Pasteur  s'est  procure 
des  semences  pour  ses  essais  en  exposant  a  Paction  de  Pair  des  li- 
quides  composes  d'eau,  .de  vinaigre,  d'alcool,  de  biere  ou  de  vin.  Dans 
les  differentes  experiences  qu'il  a  faites  de  la  sorte,  il  devait  obtenir 
tantot  une  espece,  tantot  une  autre  et  parfois  un  melange  de  plusieurs. 
Des  expressions  de  Beijerinck,  p.  215,  il  ressort  que  lui  aussi  a  re- 
ellement  vu  les  choses  ainsi.  En  effet,  il  y  admet  que,  „par  hasard  et 
sans  le  savoir",  Pasteur  ait  eu  plusieurs  especes  dans  ses  cultures. 
En  somme,  c'est  peine  perdue  que  de  demander,  soit  a  Pasteur,  soit 
a  d'autres  auteurs  de  ce  temps-la,  de  quelles  especes  ils  ont  voulu 
parler.  Beijerinck  mentionne  plus  tard  une  espece  qu'il  denomme 
„Schnellessigbakterie",  ayant  une  tendance  a  former  voile  sur  un 
liquide  nutritif  compose  de  I'eau  ordinaire  des  conduits,  d'alcool,  de 
phosphate  d'ammoniaque  et  de  chlorure  de  potassium.  Partant  de 
I'idee  que  ce  liquide  a  la  meme  composition  que  celui  employe  dans 
le  temps  dans  quelques-unes  des  experiences  de  Pasteur,  il  veut  y 
voir  une  base  pour  etablir  que  cette  „Schnellessigbakterie''  non 
seuleraent  est  le  vrai  Bact.  aceti,  mais  appartient  en  meme  temps  a 
I'espece  sur  laquelle  Pasteur  a  opere.  II  en  vient  a  contredire  en 
masse  ce  qu'il  a  dit  plus  haut.  Et  ce  liquide  nutritif  artificiel!  C'est 
bien  en  cela  que  le  liquide  de  Beijerinck  est  tout  different  de  celui 
de  Pasteur.  La  cause  en  est,  non  seulement  que  Beijerinck  em- 
ploie  I'eau  ordinaire  des  conduits,  ce  qui  fait  qu'en  realite  la  solution 
devient,  comme  milieu  nutritif  pour  bacteries,  d'une  composition  chimi- 
que  tres  variable,  mais,  a  d'autres  egards  encore,  il  y  a  de  fortes 
divergences.  En  effet,  le  liquide  nutritif  artificiel  employe  par  Pasteur 
avait  la  composition  que  voici:  acide  acetique  cristallisable ,  alcool  ab- 
solu,  phosphate  d'ammoniaque,  phosphate  de  magnesie,  phosphate  de 
potasse,  phosphate  de  chaux  et  eau  distillee.  Ces  raisons  suffisent  pour 
rendre  inadmissibles  les  conclusions  tirees  par  Beijerinck.  A  cela 
s'ajoute  ce  fait  etabli  par  mes  recherches,  qu'on  trouve  plusieurs  especes 
de  bacteries  acetifiantes,  entre  autres  aussi  des  bacteries  typiques  de 
la  biere,  capables  de  croitre  dans  des  liquides  artificiels  comme  les 
precites,  ainsi  que  le  fait  que  telles  bacteries  preferent  un  de  ces  li- 
quides et  que  d'autres  bacteries  veulent  d'autres  de  ces  liquides. 

Outre  les    variations   mentionnees,    on   pent   encore   faire   ressortir 
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ici  qu'un  long  sejour  dans  la  culture  en  biere  met  les  especes  en  etat 
de  developper  des  cellules  qui  ont  plus  ou  moins  completement  perdu 
le  pouvoir  de  former  des  voiles  et  ces  longs  chapelets  d'articles  courts; 
mais  la  formation  de  voiles  est  un  des  caracteres  sur  lesquels  Bei- 
jerinck  compte  specialement  pour  appuyer  sa  classification  des  especes, 
tandis  qu'il  n'attache  aucune  importance  a  ce  phenomene  morphologique 
capital  de  la  presence  ou  de  I'absence  de  cils  dans  les  especes.  Elle 
aussi,  la  composition  chimique  des  zooglees  du  Bact.  xylinum  peut 
varier  de  maniere  a  ne  plus  donner  la  reactioa  de  la  cellulose.  Pour 
etre  consequent,  Beijerinck  aurait  done  du  rejeter  cette  espece,  elle 
aussi,  et  pourtant  il  n'en  fait  rien;  bien  mieux,  il  devrait  rejeter  egale- 
ment  les  especes  qu'il  a  lui-raeme  etablies;  car  elles  varient  toutes 
dans  les  caracteres  qu'il  met  en  relief.  Gela  suffira  pour  montrer 
quelles  objections  on  peut  Clever  contre  les  tentatives  systematiques  de 
Beijerinck. 

Pour  le  moment  c'est  a  I'analyse  qu'il  faut  attacher  de  I'impor- 
tance;  jusqu'a  nouvel  ordre,  la  question  de  savoir  s'il  faut  regarder 
les  unites  systematiques  trouvees  ou  comme  especes,  ou  comme  varietes, 
presente  peu  d'interet.  L'investigateur,  il  est  vrai,  doit  s'attendre  a  des 
difficultes  a  propos  de  la  variation;  mais  elles  ne  sont  ni  plus  grandes 
ni  d'autre  nature  que  quand  il  s'agit  d'autres  groupes  de  bacteries. 

Septembre  1900. 


Phenomenes  d'accroissement  perforant  et  de  formation 

anormale  des  conidies  chez  le  Dematium  pnllnlans, 

de  Bary,  et  autres  Champignons. 

Par 
Alb.  KlGcker  et  H.  SchiOnning. 


ll  y  a  quelques  annees,  M.  Alfred  Jorgensen^)  publia  une 
communication  sur  certains  corpuscules  trouves  dans  les  cellules  du 
Dematium  pullulans,  de  Bary;  peu  apres,  M.  Weleminsky^) 
publia  un  memoire  sur  le  meme  sujet.  Ces  deux  auteurs  voyaient 
dans  les  corpuscules  en  question  de  veritables  endospores.  Depuis 
longtemps  deja  nous  avions  fait  des  observations  analogues,  qui  nous 
avaient  amenes  a  un  tout  autre  resullat  que  celui  de  Jorgensen  et 
de  Weleminsky  concernant  la  valeur  morphologique  de  ces  corpus- 
cules; en  consequence,  nous  publiames  une  communication  provisoire^) 
dans  laquelle  nous  montrames  que  les  susdits  corps  sont,  non  pas  des 
endospores,  mais  bien  des  conidies  de  formation  anormale.  En  outre 
nous  fimes  voir  que  cette  meme  formation  anormale  de  conidies  a 
egalement  lieu  chez  I'Oidium  lactis,  Fresenius.  Nous  promimes  de 
traiter  explicitement  dans  le  Compte  rendu  present  le  susdit  etat  de 
choses  et  d'en  donner  des  illustrations.  G'est  cette  promesse  que  nous 
tenons  aujourd'hui. 

Les   phenomenes   d'accroissement    perforant*)    ont    ete    assez    fre- 


^)  Alfred  Jorgensen,  Die  Hefenfrage  (Gentralbl.  f.  Bakt.  Par.  u.  Inf., 
2.  Abth.  IV,  860  (1898)). 

^)  Friedrich  Weleminsky,  Ueber  Sporenbildung  bei  Dematium  pullu- 
lans, de  Bary  (Ibid.  V.  297  (1899)). 

^)  Alb.  Klocker  und  H.  Schionning,  Ueber  Durchwachsungen  bei  De- 
matium pullulans,  De  Bary  und  bei  anderen  Pilzen  (Ibid.  V,  505  (1899)). 

*)  Slrictement  parlant  ce  n'est  pas  toujours  dim  accroissement  perforant 
(Durchwachsung)  qu'il  s'agit;  souvent  ce  n'est  que  d'une  invasion.  Si 
generalement  nous  employons  le  terme  „ accroissement  perforant",  c'est 
parce  que  les  savants  (tels  que  Lindner,  par  exemple)  s'en  sont  servis 
jusqu'ici  dans  tous  les  cas. 
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quemment  observes  dans  le  regne  vegetal,  aussi  bien  dans  les  types 
inferieurs  que  dans  les  superieurs.  En  ce  qui  concerne  specialement 
les  Champignons,  les  observations  de  M.  Schleiden^)  sont  les  pre- 
mieres dans  ce  sens,  savoir  a  propos  de  I'Achlya  prolifera.  Voici 
ce  qu'il  en  dit  {I  c,  pp.  227  —  28):  Un  article  filiforme  terminal  des 
hyphes  ou  il  s'est  produit  de  petites  spores,  s'etant  vide,  la  cloison 
contigue  y  en  pousse  generalement  un  nouveau  qu'elle  vient  de  former. 
Pringsheim^)  dit  avoir  constate  chez  le  Saprolegnia  ferax  qu'un 
hyphe  pent  penetrer  en  croissant  dans  un  sporange  evacue  et  y  former 
un  oogone  (I.e.,  p.  197,  pi.  XVIII,  fig.  5).  Dans  la  variele  hypogyna 
de  cette  meme  espece,  il  a  observe  qu'en  croissant  les  antheridies 
penetrent  a  travers  la  cloison  dans  les  oogones  {I.  c,  p.  196,  pi.  XVIII, 
fig.  9  et  fig.  10).  Dans  sa  monographic  du  genre  Ghsetomium, 
Zopf^)  decrit  et  represente  des  chlamydospores  du  Gh.  Kunzeanum, 
qui  germent  pendant  qu'elles  font  encore  partie  du  mycelium,  apres 
quoi  les  tubes  germinatifs  croissent  a  travers  les  cloisons  transversales 
des  cellules  voisines  {I.  c,  p.  243,  pi.  3  (XVI),  figg.  24,  25  A,  25  B). 
Chez  rinzengsea  erythrospora,  Borzi*)  constata  que  certaines 
cellules  terminales  vesiculaires  de  I'extreme  couche  corticale  du  peri- 
thecium,  etaient  traversees  par  les  hyphes  en  voie  de  croissance  qui 
les  portaient  {I.e.,  p.  456,  pi.  XX,  fig.  12).  Parmi  ses  illustrations  de 
I'Endomyces  Magnusii,  Ludwig^)  en  donne  une  qui  montre  qu'elle 
aussi,   cette    espece   figure    avec  des  conidies  endogenes  (/.  c,  p.  XXIII,  ■ 

pi.  XVIII,  fig.  7).  Toutefois,  c'est  Lindner^)  qui  a  le  plus  approfondi  I 
la  question:  il  decrit  et  figure  amplement  quelques  phenomenes  d'ac-  " 
croissement  perforant  des  Epicoccum  purpurascens,  Alternaria 
sp.  et  Botrytis  cinerea.  Dans  la  premiere  de  ces  especes  il  constata 
differentes  sortes  du  phenomene  en  question,  et  il  observa  souvent  qu'a  J 
rinstar  du  Ghaetomium  de  Zopf,  les  chlamydospores  germaient  avant  I 
d'avoir  quitte  le  mycelium.     Quelquefois,    mais  rarement,    elles  presen- 


^)  Schleiden,  Grundzuge  der  wissenschaftlichen  Botanik.  4.  Aufl.  Leipzig, 

1861. 
2)  N.  Pringsheim,   Weitere   Nachtrage  zur   Morphologie   und   Systematik 

der  Saprolegniaceen  (Pringsh.  Jahrb.  f.  wissensch.  Bot.  IX,  191  (1873—74)). 
8)   W.  Zopf,  Zur  Entwickelungsgeschichte  der  Ascomyceten.     Ghaetomium. 

(Nova  Acta  d.  Ksl.   Leop.-Garol.  Deutschen   Akad.   d    Naturf.  XLII,   199 

(1881)). 
*)  A.  Borzi,  Inzengaea,  ein  neuer  Askomycet  (Pringsh.  Jahrb.  f.  wissensch. 

Bet.  XVI,  450  (1885)). 
^)   I.  F.  Ludwig,  Ueber  Alkoholgahrung  und  Schleimfluss  lebender  Bautne 

und  deren  Urheber  (Ber.  d.  Deutsch.  Bot.  Ges.  IV,  17  (1886)). 
^)  Paul  Lindner,  Ueber  Durchwachsungen  an  Pilzmycelien  (Ibid.  V,  153 

(1887)). 
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taient  ce  que  Borzi  a  vu  dans  Tlnzengaea  (I.  c,  p.  158,  pi.  VII, 
fig.  10).  En  fig.  3  et  en  fig.  6,  Lindner  represente  une  cellule  qui 
en  croissant  penetre  dans  un  filament  de  mycelium  autre  que  celui 
dont  il  forme  un  article.  En  fig.  5  et  en  fig.  7,  cet  auteur  montre  des 
accroissements  perforants  d'Alternaria.  Sur  ce  qui  a  lieu  chez  le 
Botrytis  cinerea,  Lindner  s'exprime  ainsi:  „Ghez  le  Botrytis 
cinerea,  les  accroissements  perforants  ne  sont  pas  rares,  surtout 
quand  le  mycelium  est  un  peu  vieux.  Ici  aussi^)  le  plasma  se  repartit 
diversement,  et  il  en  resulte  que  certaines  cellules  ont  un  con- 
tenu  tres  abondant,  tandis  que  d'autres  sont  completement 
evacuees.  L'apparition  des  accroissements  perforants  se 
relie  de  pres  au  fait  que  les  cellules  qui   germent    a  Tinte- 


^1  WW 

Fig.  1.    Botrytis  cinerea,  Pers. 

Phenomene   d'accroissement   perforant;    formation   de   petites    conidies    (sper- 

maties)  a  Tinterieur  d'une  cellule.     (D'apres  P.  Lindner). 

rieur  du  vieux  mycelium,  sont  presque  exclusivement  cel- 
les  ou  abonde  le  protoplasm  a."  Ceci  est  tout  a  fait  identique  a 
ce  que  nous  avons  constate  chez  le  Dematium,  et  nous  y  reviendrons 
plus  tard. 

Parmi  les  figures  de  Lindner,  la  13®  de  la  planche  VII  offre  un 
interet  particulier;  aussi  I'a-t-on  reproduite  ci-dessus.  Elle  montre  com- 
ment, a  rinterieur  d'une  cellule  mycelienne,  pousse  un  sterigme  qui 
detache  de  petites  conidies  (spermaties).  Chez  I'Endomyces  Mag- 
nusii,  Brefeld^)  a  observe  des  ^OVdiums  endogenes",  et  il  en  a 
donne  une  representation  {I.e.,  p.  131,  pi.  1,  fig.  7).  Get  auteur  men- 
tionne  et  decrit  une  autre  espece  des  formations  anormales  en  question 
de  I'Ascoidea  rubescens  (1.  c,  p.  102,  pi.  Ill  B,  figg.  15  —  19; 
21 — 23;  25):  ici,  c'est  la  branche  sporifere  qui  pousse  dans  I'ancien 
sporange  avant  que  ce  dernier  ait  evacue  sa  masse  de  spores.  Un  etat 
de  choses  a  peu  pres  analogue  a  ce  dernier  a  ete  constate  par  M.  Alb. 


( 


^)   Lindner  a  constate  ce  meme  fait  dans  TEpicoccum  et  rAlternaria. 
2)  Oscar  Brefe Id,  Untersuchungen  aus  dem  Gesammtgebiete  der  Mykologie. 
IX.  Miinster  i.  W.,  1891. 
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Schmidt^)  chez  le  Sterigmatocystis  nidulans,  dont  le  mycelium 
pent  penetrer  en  croissant  dans  une  chlamydospore  {I.  c,  p.  21,  figg. 
25  et  26)  et  M.  Holtermann  ^)  a  fait  la  meme  observation  sur 
I'Ascoidea  saprolegnioides,  ou,  a  I'instar  de  la  susdite  espece 
d'Ascoidea,  la  branche  sporifere  penetre  dans  le  sporange  evacue, 
et  y  forme  un  nouveau  sporange  ou  bien  y  detache  des  conidies  [1.  c, 
p.  19,  pi  II,  figg.  14  b;  17  —  19;  21—25).  11  a  egalement  constate 
dans  cette  meme  espece  {l.  c,  p.  21,  pi.  II,  figg.  15  et  16)  la  formation, 
en  cellules  myceliennes,  de  conidies  endogenes,  identiques  d'aspect  avec 
celles  que  nous  avons  observees  dans  le  Dematium. 

Ge  qui  precede  constitue  le  contigent  de  la  litterature  a  propos 
des  phenomenes  d'accroissement  perforant  dans  les  Champignons,  et 
nous  montre  I'extension  de  ces  formations:  nous  les  trouvons  chez 
les  Saprolegniacees ,  les  Ascoidees  et  dans  toute  une  serie  d'Ascomy- 
cetes,  ainsi  que  dans  divers  Fungi  imperfecti,  et  Ton  ne  peut  guere 
douter  qu'ils  ne  se  retrouvent  dans  beaucoup  d'autres  Champignons. 
Leur  nature  a  ete  plus  ou  moins  mal  comprise  par  plusieurs  auteurs, 
et  ces  phenomenes  meritent  assurement  plus  d'attention  qu'on  ne  leur 
en  a  accorde  jusqu'ici. 


Nous  allons  maintenant  parler  de  nos  propres  recherches  sur  le 
Dematium  puUulans,  de  Bary,  I'Oidium  lactis,  Fresenius,  et 
une  autre  espece  d'Oidium  non  encore  decrite. 

Pour  nos  experiences  sur  le  Dematium  nous  avons  pris  diffe- 
rentes  vegetations  typiques  que,  de  temps  a  autre,  nous  avions  isolees 
de  divers  fruits,  et  nous  avons  reussi  a  produire  en  toutes  ces 
vegetations  les  formations  anormales  en  question. 

Voici  I'allure  du  phenomene:  une  cellule  mycelienne,  vigoureuse 
et  pleine  de  plasma,  se  comporte  comme  parasite  vis-a-vis  de  sa  voi- 
sine  plus  faible,  car,  par  voie  de  bourgeonnement,  elle  detache,  de  son 
extremite  tournee  vers  la  cellule  faible,  des  conidies  qui  par  consequent 
en  arrivent  a  occuper  Finterieur  de  cette  cellule  affaiblie.  Ainsi  qu'on 
le  voit,  les  choses  se  passent  ici  exactement  comme  le  rapporte  Lindner 
a  propos  du  Botrytis  cinerea.  Ces  conidies  endogenes  ainsi 
foraiees  doivent  done  leur  origin e,  non  pas  a  la  cellule  oii 
elles  apparaissent,  mais  bien  a  la  cellule  voisine. 


^)  Alb.  Schmidt,  Ueber  die  Bedingungen  der  Gonidien-,  Gemmen-  und 
Schlauclifruchtproduktion  bei  Sterigmatocystis  nidulans.  Eid.  Inaugural- 
Dissert.    Halle  n/S.   1897. 

2)  Carl  Ho  Hermann,  Mykologische  Untersuchungen  aus  den  Tropen. 
Berlin,  1898. 
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Fig.  2.  Dematium  pullulans,  de  Bary. 
Phenomenes  d'accroissement  perforant  el  formation  de  conidies  endogenes; 
a  et  h  sont  des  filaments  myceliens  penetres  par  la  formation;  en  6,  ce  fila- 
ment detache  des  conidies;  c  represente  Pevolution  des  conidies,  d'une  part 
aux  deux  bouts  d'une  m^nie  cellule,  d'autre  part,  celle  de  conidies  emanant 
de  deux  cellules  et  penetrant  dans  Je  m§me  morceau  de  mycelium;  d,  conidie 
endogene  en  voie  de  detacher  un  bourgeon;  e,  filament  de  mycelium  qui  a 
perfore  les  cloisons  de  deux  cellules;  f,  cellule  a  4  conidies;  elle  ressemblait 
particulierement  a  un  sporange  a  4  spores;  g  montre  comment  une  des  cellules 
a  emis  un  filament  de  mycelium  dans  la  cellule  voisine,  et  une  autre  cellule 
delache  des  conidies;  e  a  6te  observe,  a  la  temperature  ordinaire,  dans  une 
culture  en  eau  et  datant  d'un  mois;  toutes  les  autres  cultures  en  eau,  datant  de 
1  a  2  jours,  a  la  temperature  de  20"^  et  de  25°  C.  Grossissement  lineaire  de  500  fois. 

La  tig.  2   ci-dessus  donne  plusieurs  examples  d'une  pareille  forma- 
tion de  conidies  endogenes.    Quelques-unes  des  figures  ont  6te  dessin^es 

4* 
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directement  d'apres  I'objet  prepare;  d'autres  d'apres  des  photographies 
de  preparations.  II  arrive  parfois  que  la  cellule  forte  pousse  dans  la 
plus  faible  un  filament  mycelien  plus  ou  moins  long  (fig.  2,  a,  b,  e,  g). 
Ce  filament  peut  alors  detacher  des  conidies  (fig.  2,  h),  bien  que  ce 
cas  soit  assez  rare.  Elles  aussi,  les  conidies  logees  a  I'interieur  de  la 
cehule  peuvent  se  multiplier  par  bourgeonnement  (fig.  ^,  d),  mais  ce 
cas  aussi  est  moins  frequent.  Si  chaque  extremite  d'une  cellule  faible 
est  flanquee  d'une  cellule  plus  vigoureuse,  ces  deux  cellules  plus  fortes 
peuvent  envahir  leur  faible  voisine  et  y  detacher  des  conidies  (fig.  2,  c), 
ou  bien  Tune  y  fait  entrer  un  filament  de  mycelium  et  I'autre  y  fait 
detacher  des  conidies  (fig.  2,  g).  Quelquefois  on  peut  voir  les  conidies 
pousser  devant  elles  le  peu  de  protoplasma  contenu  dans  la  cellule 
faible.  L'extremite  de  laquelle  la  cellule  vigoureuse  emet  ses  nouvelles 
formations,  penetre  generalement  sous  forme  de  voute  dans  la  cellule 
faible.  (On  voit  plusieurs  cellules  en  fig.  2.)  Le  nombre  des  conidies 
endogenes  formees  de  la  sorte  est  tres  variable:  nous  en  avons  compte 
de  1  a  65  dans  une  cellule.  Si  ce  nombre  est  petit  et  que  les  cellules 
soient  toutes  de  meme  forme  et  de  memes  dimensions,  on  peut  expli- 
quer  qu'elles  se  confondent  avec  un  sporange  (voir,  par  exemple, 
fig.  2,  f),  quand  I'etude  se  borne  a  I'examen  direct  du  microscope  et  qu'on 
ne  poursuit  pas  la  marche  de  revolution.  Mais  souvent  elles  varient 
de  grandeur,  et  les  plus  recentes  surtout  sont  les  plus  petites. 

Ce  qui  precede  fait  deja  ressortir  nettement  et  clairement  qu'il  ne 
s'agit  point  ici  d'une  formation  d'endospores,  mais  bien  d'une  forma- 
tion anormale  de  conidies  par  suite  d'accroissement  per- 
f  or  ant.  Toutefois  nous  ne  nous  sommes  pas  contentes  des  susdites 
observations,  mais  nous  avons  poursuivi  devolution  des  coni- 
dies sous  le  microscope.  G'est  surtout  par  la  que  peche  le  tra- 
vail de  Weleminsky,  car  il  n'a  pas  applique  cette  methode  de  re- 
cherches,  qui  pourtant  est  la  seule  a  meme  de  donner  I'intelligence  du 
phenomene. 

Afin  de  pouvoir  etudier  revolution  des  conidies  endogenes,  il  fal- 
lait  cependant  avoir  une  methode  capable  de  produire  a  coup  sur  et 
avec  precision  le  phenomene.  Et  c'est  encore  la  qu'on  perd  son  temps 
a  chercher  cette  methode  dans  le  memoire  de  Weleminsky.  Veut-on 
produire  lesdites  formations,  tant  celles  du  Dematium  que  celles  de 
rOidium,  on  doit  semer  dans  un  matras  Freudenreich  contenant  de 
5  a  6  gouttes  d'eau  distillee  sterile  un  peu  de  mycelium  jeune  et 
vigoureux,  engendre  par  ex.  dans  du  mout  a  25^  G.  en  un  ou  deux 
jours;  on  a  lave  prealablement  ce  mycelium  en  Tagitant  pendant 
quelques  minutes  dans  environ  10*^^  d'eau  distillee  sterile.  Puis  on 
place   la   culture   a  25^  G.  ou   a   la   temperature   ordinaire.     Alors,    au 
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bout  de  un  ou  de  deux  jours,  on  constate  les  phenomenes  en  question. 
Ges  cultures  sont  le  point  d'origine  de  toutes  les  formations  reproduites 
en  fig.  2,  a  I'exception  de  e,  qui  provient  d'une  pareille  culture  en  eau^ 
mais  qui  avait  sejourne  environ  un  mois  a  la  temperature  ordinaire. 
G'est  peut-etre  a  la  longueur  de  ce  sejour  qu'il  faut  attribuer  la  per- 
foration de  deux  cloisons  par  le  filament  de  mycelium  intrus. 


Fig.  3.    Dematium  pullulans,  de  Bary. 
Deux  series  d'evolutions  de  conidies  endogenes,   observees,  dans  des  prepara- 
tions, sous  lamelle  couvre-objet,  de  cultures  en  eau ;  a-serie,  evoluee  en  5  heures, 
et  h  en  24  heures  a  2C  G.    Grossissement  lineaire  de  500  fois. 


Voici  comment  nous  avons  conduit  I'etude  directe  au  microscope. 
Ayant  fait  une  culture  en  eau  dans  un  matras  Freudenreich  a  20^  G. 
et  d'apres  la  methode  ci-dessus  decrite,  nous  y  prelevames,  au  bout  de 
24  heures,  une  tres  minime  quantite  du  mycelium  et  nous  la  plaqames, 
dans  une  goutte  d'eau  sterile,  sur  un  verre  porte-objet  sterilise,  qui  fut 
recouvert  d'une  lamelle  couvre-objet  sterilisee.  Gette  preparation  fut 
alors  introduite  avec  precaution  sous  le  microscope,  et  Ton  observa 
pas  mal  de  conidies  endogenes.    Nous  visames  une  cellule  situee  sur  le 
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bord  d'une  pelote  de  mycelium  et  ou  le  phenomene  ne  faisait  que 
de  commencer,  comme,  par  exemple,  en  a^  de  la  fig.  3,  ou  deux 
conidies  venaient  de  se  former.  Gette  cellule  fut  dessinee  et  reperee 
dans  la  preparation  de  maniere  a  pouvoir  etre  retrouvee.  En  meme 
temps  on  fit  un  croquis  de  quelques-uns  des  filaments  de  mycelium 
situes  dans  le  voisinage,  la  ou  une  cellule  vigoureuse  et  pleine  de  plasma 
etait  bordee  d'une  cellule  faible  et  evacuee,  ayant  des  chances  pour  etre 
le  lieu  de  production  de  conidies  endogenes.  La  preparation  fut  en- 
suite  placee  sur  une  etagere  sous  une  cloche  a  parois  humides  a  la 


Fig.  4.  Dematium  pullulans,  de  Bary. 
Conidies  endogenes  et  filament  de  mycelium, 
le  tout  d'un  vert  brun,  provenant  d'une  cul- 
ture en  eau  a  la  temperature  ordinaire, 
datant  d'environ  un  mois.  Grossissement 
lineaire  de  500  fois. 


Fig.5.  Dematium  pullulans, 
de  Bary.  Germination,  en  mout, 
de  conidies  endogenes  dans  une 
preparation  sous  lamelle  couvre- 
objet.  Au  bout  de  24  heures,  les 
conidies  (a^)  ont  gonfle  et  emis 
des  tubes  germinatifs  (a 2);  il  en 
est  de  meme  des  deux  cellules 
situees  au  haut  du  filament  de 
mycelium.  Grossissement  lineaire 
de  500  fois. 


temperature  ordinaire,  et  on  I'observa  a  intervalles  fixes.  A  titre 
d'exemple,  nous  poursuivimes  revolution  des  deux  series  reproduites 
ci-dessus  en  fig.  3.  La  serie  a  eut  termine  en  5  heures,  mais  il  fallut 
24  heures  a  la  serie  b.  Nous  vimes  comment  les  conidies  se  deta- 
chaient  des  cellules  vigoureuses  et  comment  les  premieres  conidies 
formees  etaient  poussees  en  avant  par  les  plus  recentes. 

Bien  qu'on  ne  puisse  pas  s'y  meprendre  en  concluant  de  tout  ce 
qui  precede,  qu'il  s'agit  ici  de  conidies  et  non  d'endospores,  nous  in- 
sisterons  cependant  en  ajoutant  que,  meme  a  d'autres  6gards,  les  conidies 
endogenes  sont  tout  a  fait  identiques  aux  conidies  de  formation  normale. 

On  sait  que  ces  dernieres  se  pigmentent  en  vieillissant  et  il  en  est 
de  meme  de  celles  de  formation  endogene.    La  fig.  4  presente  quelques- 
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unes  de  ces  conidies  endogenes  d'un  brun  verdatre,  ainsi  qu'un  fila- 
ment de  mycelium  endogene  et  de  cette  couleur.  Ces  preparations 
proviennent  d'une  culture  en  eau ,  vieille  d'un  mois  environ  et  faite  a 
la  temperature  ordinaire.  Avec  I'age,  les  conidies  endogenes  prennent 
aussi  des  parois  plus  epaisses,  tout  comme  les  conidies  normales,  qui 
germent,  comme  on  le  sait,  non  seulement  par  voie  de  bourgeonne- 
ment,  mais  encore  a  Paide  de  tubes  germinatifs.  Ge  meme  mode  se 
retrouva  chez  les  conidies  endogenes;  on  a  deja  mentionne  leur 
bourgeonnement.  La  fig.  5  est  I'image  d'une  cellule  a  trois  conidies 
endogenes  (a^).  Dans  I'espace  de  24  heures,  on  I'examina  au  micros- 
cope apres  I'avoir  ensemencee  dans  du  mout  sur  un  verre  porte-objet 
sterile,  et  nous  vimes  alors  comment  ces  trois  conidies  germinaient  a 
I'aide  de  tubes  germinatifs  traversant  la  paroi  de  la  cellule  qui  les 
contenait  (^2).  Nous  suivimes  pour  cela  le  meme  procede  qu'en  obser- 
vant revolution  des  conidies.  On  constata  que  les  conidies  les  plus 
approchees  du  bord  de  la  lamelle  couvre-objet  et  dont,  par  consequent, 
Pair  avait  largement  I'acces,  germinaient  dans  le  courant  des  premieres 
24  heures,  en  se  mettant  a  enfler  de  facon  a  combler  presque  le  fila- 
ment de  mycelium  tout  entier  qui  les  contenait.  Ensuite  elles  emirent 
des  tubes  germinatifs,  de  la  meme  maniere  que  des  conidies  de  forma- 
tion normale  qui  se  trouvaient  dans  la  preparation. 

Si  Ton  transporte  dans  du  mout  un  mycelium  contenant  les  sus- 
dites  formations  anormales  de  conidies,  il  ne  se  produit,  comme  on 
devait  s'y  attendre,  aucune  fermentation,  mais  la  simple  evolution  d'une 
vegetation  de  Dematium  normale  et  typique.  Une  evolution  analogue 
a  lieu  sur  la  gelatine  au  mout. 

En  ce  qui  concerne  les  conditions  de  production  du  phenomene 
considere,  il  est  difficile  de  pousser  plus  loin  les  recherches  a  ce  sujet; 
car  I'etat  des  choses  est  fort  complique,  vu  qu'il  s'agit  precisement 
d'une  lutte  entre  des  cellules  contigues,  non  seulement  a  propos  de  la 
nourriture  qui  les  entoure,  mais  en  meme  temps  pour  la  predominance 
d'une  cellule  sur  I'autre.  Parmi  les  causes  probables,  nous  pouvons 
avancer  que  les  susdits  phenomenes  doivent  tout  d'abord  leur  appari- 
tion a  une  alimentation  insuffisante.  En  effet,  nous  avons 
constate  qu'ils  se  produisaient  toujours  quand  on  employait,  pour  ex- 
perimenter, I'eau  seulement;  la  frequence  existait  encore,  si  I'eau  ne 
contenait  la  nourriture  qu'en  faible  quantite  (par  exemple,  lorsque  le 
mycelium  etait  tire  de  la  culture  en  mout  et  n'etait  point  lave);  mais 
le  phenomene  etait  d'une  extreme  rarete  pour  peu  que  I'ensemence- 
ment  eut  lieu  en  quelques  gouttes  de  mout  dans  un  matras  Freuden- 
reich,  c'est-a-dire  dans  un  liquide  nutritif  favorable.  H  y  a  encore  une 
condition,  c'est  que  le  mycelium  seme  doit  etre  jeune  et  vigoureux. 
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et  la  derniere  est  qu'il  faut  laisser  I'air  affluer  abondamment. 
Plus  on  met  d'eau  dans  le  matras  Freudenreich ,  plus  les  formations 
anormales  en  question  eprouvent  de  difficulles  a  se  produire.  Sur  les 
blocs  de  platre  humides,  ces  formations  eurent  lieu  Ires  irregulierement : 
nous  ne  les  avons  trouvees  en  abondance  qu'une  seule  fois;  en  d'autres 
cas,    elles  firent  tout  a  fait    defaut   malgre   I'identite   des   circonstances. 


Fig.  6.    Oidium  lactis,  Fresenius. 

Phenomenes   d'accroissement    perforant    et   formation   de   conidies   endogenes. 

Grossissement  lineaire  de  500  fois. 

Dans  les  cultures  en  eau  en  chambres  Ranvier  avec  ou  sans  ventilation, 
ainsi  que  dans  les  chambres  Bottcher,    I'apparition   etait  rare  ou  nuUe. 

Quant  a  Tinfluence  de  la  temperature,  nous  n'avons  rien 
constate  de  regulier  en  operant  a  15^,  20^,  25^  et  30^  C,  et  revolu- 
tion semble  avoir  lieu  aussi  vite  a  15^  qu'a  30^.  Les  conidies  peuvent 
surgir  rapidement,  comme  le  prouve  I'experience  dans  laquelle,  au  bout 
de  5  heures,  nous  constations  deja  leur  presence  a  20  ^G. 

La  ou  Weleminsky  trouva  le  plus  souvent  les  conidies  endogenes, 
ce  fut  dans  des  chambres  ou  les   cultures   furent   dessechees,    puis   re- 
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humectees.  La  plupart  du  temps,  ce  n'etaienl  que  les  premieres  genera- 
tions de  son  ensemencement  qui  donnaient  ce  phenomene,  que  notre 
procede,  au  contraire,  nous  permet  de  produire  n'importe  quand. 

Ce  meme  phenomene  d'accroissement  f)erforant  que  nous  avons 
constate  chez  le  Dematium  pulluians  et  decrit  dans  ce  qui  precede, 
nous  I'avons  egalement  decouvert  ciiez  I'Oidium  lactis,  Fresenius  et 
dans  une  autre  espece  d'OVdium.  Chez  TOidium,  la  formation  de 
conidies  endogenes  a  lieu  exactement  de  la  meme  maniere  que  chez 
le  Dematium  et  dans  des  conditions  tout  a  fait  identiques.  Dans  la 
fig.  6  ci-dessus,  on  voit  cette  formation  dans  une  culture  en  eau,  vieille 
de  48  heures  et  a  25<^G. 

Nos  recherches  ont  done  pour  resultat  que  les  phenomenes 
d'accroissement  perforant  ont  frequemment  lieu  chez  le 
Dematium  pulluians,  de  Bary  et  dans  certaines  especes 
d'Oi'dium,  comme  cela  arrive  chez  tant  d'autres  Champi- 
gnons; il  se  forme  alors  des  conidies  a  I'interieur  de  cer- 
taines cellules,  et  les  conditions  pour  la  formation  de  ces 
conidies  est  que  ['alimentation  so  it  mauvaise,  I'humidite 
tres  abondante  et  I'air  aussi.  Weleminsky  a  done  tort  de 
voir  de  vraies  endospores  dans  ces  corpuscules-la  et  de 
pretendre  qu'en  consequence  le  Dematium  pulluians  devra 
desormais  etre  compte  parmi  les  Ascomycetes  et  range 
pres  des  Saccharomyces  et  Exoascus.  Le  Dematium  pul- 
luians doit,  comme  ci-devant,  etre  rapporte  aux  Fungi 
imperfecti.  Nous  n'avons  pas  mieux  reussi  que  Welemin- 
sky a  decouvrir  une  relation  genetique  entre  le  Saccharo- 
myces et  le  Dematium. 

Septembre  1900. 


La  formation  d'enzymes  dans  les  ferments  alcoolignes 
peut-elle  seryir  a  caracteriser  Tespece? 

Par 
Alb.  Klocker. 


Uans  un  memoire  intitule  De  la  fermentation  des  saccha- 
rides (voir  Compt.  rend.  GXXVIII,  440  (1899))  M.  Dubourg  fait 
savoir  que  ceux  des  ferments  alcooliques  qui  n'ont  pas  d'action  inver- 
saire  apparente  et,  par  consequent,  ne  sauraient  se  developper  dans  les 
solutions  de  saccharose  et  y  determiner  une  fermentation,  peuvent  y 
etre  amenes:  en  les  cultivant  par  la  methode  que  voici  on  pourrait 
causer  la  formation  de  I'invertine:  L'espece  de  levure  en  question  est 
engendree  dans  un  liquide  nutritif  riche  en  matiere  azotee  (eau  de 
levure)  et  ou  Ton  a  dissous  5  p.  c.  de  glucose  et  5  p.  c.  de  sucre  de 
canne.  Quand  la  fermentation  parait  terminee,  on  decante  avec  pre- 
caution le  liquide,  et  lave  une  ou  deux  fois  avec  de  I'eau  sterilisee  le 
depot  de  la  levure.  La  levure  ainsi  lavee  est  alors  introduite  dans  un 
liquide  nutritif  avec  de  la  saccharose;  au  bout  de  24  heures,  cette 
derniere  sera  intervertie,  et  la  fermentation  en  pleine  activite.  L'auteur 
dit  en  outre  avoir  repete  cette  experience  sur  la  galactose  et  qu'a 
regard  des  sucres  etudies,  toutes  les  levures  qu'il  a  essayees  se  sont 
comportees  comme  il  a  decrit  plus  haut.  Ges  sucres  presentaient  pour- 
tant  une  exception:  la  lactose,  et,  parmi  les  ferments  alcooliques,  le 
Mucor  alter  nans  donnerent  a  I'experience  un  resultat  negatif.  Du- 
bourg  dit  en  terminant:   „Le  fait  parait  done  general  pour  les  levures." 

L'unique  maniere  de  comprendre  ce  memoire  est  d'y  voir  la  preten- 
tion d'avoir  decouvert  une  methode  permettant  d'amener  a  la  facile  et 
prompte  evolution  de  tel  ou  tel  enzyme  les  ferments  alcooliques  en 
general  (et  entre  autres  les  levures:  Saccharomyces)  auxquels  il 
manque,  a  Taide  d'un  mode  de  culture  determine.  Telle  a  aussi  ete 
Topinion  que  M.  Duclaux  a  eue  de  Dubourg  dans  son  Traite  de 
microbiologic.  111  (1900). 
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En  divers  points,  Dubourg  est  peu  clair,  et  il  ajoute  au  defaut 
de  sa  communication  de  ne  point  indiquer  sur  quelles  especes  il  a  ex- 
perimente.  De  plus,  il  laisse  ignorer  si  les  especes  qu'il  a  employees  a 
ses  experiences  sont  complete ment  depourvues  des  enzymes  que  plus 
tard  elles  ont  recuperes,  dit-il,  ou  si  ces  enzymes  y  etaient  deja  deve- 
loppes,  mais  en  tres  petite  quantite.  En  effet,  pour  peu  que 
la  levure  en  question  contienne  I'enzyme  dont  il  s'agit,  il  n'y  a  rien 
de  remarquable  a  ce  que,  pendant  un  certain  temps,  Taffaiblissement 
maintienne  la  fonction  enrayee  et  qu'au  contraire  la  quantite  d'enzymes 
augmente  quand  la  cellule  reqoit  un  aliment  fortifiant,  comme  dans  le 
cas  present  d'une  culture  en  eau  de  levure.  Mais  on  ne  saurait  en 
conclure  que  des  especes  entierem. ent  depourvues  de  cet  enzyme 
puissent  devoir  a  une  culture  determinee  la  faculte  de  developper  cet 
enzyme.  Dubourg  aurait  du  experimenter  sur  des  especes  connues, 
dans  lesquelles  on  ait  constate  le  manque  absolu  de  cet  enzyme ;  ses 
essais  y  auraient  gagne  en  clarte  et  on  aurait  pu  les  controler  plus 
facilement.  Surtout  il  y  aurait  eu  toutes  raisons  pour .  etudier  des 
especes  telles  que  le  Saccharomyces  Marxianus,  le  Sacch.  Lud- 
wigii  ou  le  Sacch.  apiculatus;  d'apres  les  recherches  de  nombre 
de  savants,  les  deux  premieres  especes  ne  contiennent  pas  de  maltase, 
et  la  derniere  n'a  ni  maltase  ni  invertine:  ces  trois  especes  auraient 
done  ete  d'excellents  objets  d'etude. 

Du  moment  done  que  Dubourg  ne  specifie  aucune  espece  et  que 
son  memoire  entier  pi  vote  sur  des  expressions  plus  ou  moins  vagues 
(telles  que  „ action  inversaire  apparente",  „il  parait  que",  etc.),  il  n'y 
aurait  pas  eu  lieu  de  faire  des  experiences  de  controle,  si  dans  son 
Traite  de  microbiologic,  III  (1900)  Duclaux  n'avait  adopte  les 
resultats  de  Dubourg  et  meme  ne  les  avait  eriges  en  loi  generale, 
s'en  servant  a  I'appui  de  I'opinion  d'apres  laquelle  les  levures  ne  sau- 
raient  etre  classees  d'apres  leur  action  sur  les  sucres.  En  somme,  il 
formule  le  rejet  des  ouvrages  systematiques  de  microbiologic,  autant  a 
propos  des  bacteries  que  des  levures.  Dans  un  compte  rendu  que  j'ai 
public  precedemment  au  Gentralbl.  f.  Bakt. ,  Parasitenk.  u.  Inf., 
2.  Abth.  VI,  255  (1900)  concernant  le  travail  ci-dessus,  j'ai,  de  plus, 
devoile  la  serie  de  meprises  qu'il  a  faites.  Ici  nous  ne  nous  occupe- 
rons  que  de  Taction  des  levures  sur  les  sucres.  Mes  recherches  ont 
de  nouveau  confirme  que  nous  sommes  precisement  en  face  de  I'un 
des  caracteres  les  plus  constants,  et  les  recherches  de  Dubourg, 
bien  loin  de  contredire  cette  assertion,  n'ont  fait  au  contraire  que  con- 
tribuer  a  I'affermir  encore  davantage. 

II  y  a  deja  plusieurs  annees  qu'au  Laboratoire  Garlsberg  on  a  fait 
des    essais    pour   amener   des    levures    incapables   de    faire  fermenter  la 
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maltose  a  faire  fermenter  cette  espece  de  sucre.  On  a  experimente  sur 
le  Sacch.  Marxianus,  le  Sacch.  exiguus  et  le  Sacch.  Ludwigii. 
La  premiere  de  ces  especes,  fut  cultivee  sous  peu  de  pression  de  I'acide 
carbonique  developpe  pendant  la  fermentation,  dans  la  pensee  qu'en 
pareiiles  conditions  ce  Saccharomyces  serait  a  meme  d'attaquer  la 
maltose;  mais  il  n'en  fut  rien.  Dans  les  experiences  sur  le  Sacch. 
exiguus  et  le  Sacch.  Ludwigii,  on  pensait  que  peut-etre  les  cel- 
lules des  cultures  en  mout  tres  anciennes  seraient  forcees  d'attaquer  la 
maltose  faute  d'autre  nourriture;  mais  elles  n'en  firent  rien,  pas  plus 
que  leur  descendance  quand  elle  servait  aux  experiences.  Le  resultat 
etait  egalement  negatif  quand  une  jeune  et  vigoureuse  vegetation  des 
deux  especes  susdites  etait  introduite  dans  une  culture  en  mout  a 
25  ^G.  oil  d'autres  cellules  avaient  deja  enleve  les  autres  especes  de 
Sucre :  la  maltose  restante  ne  fut  fermentee  en  aucun  cas. 

Dans  ces  derniers  temps,  on  a  egalement  fait,  dans  notre  Labora- 
toire,  des  experiences  sur  la  culture  du  Sacch.  Marxianus  en  eau 
de  levure  contenant  10  p.  c.  de  maltose,  et  sur  celle  du  Sacch.  api- 
culatus  en  eau  de  levure  contenant,  soit  10  p.  c.  de  saccharose,  soit 
10  p.  c.  de  maltose;  ces  deux  especes  furent  cultivees,  a  25^  C,  dans 
un  tube  oia  Pair  etait  fortement  rarefie  (presque  dans  le  vide).  Au  bout  de 
dix  jours,  on  constata  que  nulle  part  il  n'y  avait  trace  de  fermentation, 
en  sorte  que,  meme  dans  les  conditions  ci-dessus,  les  deux  especes  en 
question  sont  incapables  de  faire  fermenter,  le  Sacch.  Marxianus  la 
maltose  et  le  Sacch.  apiculatus  soit  la  maltose,   soit  la  saccharose. 

J'ai  dirige  mes  recherches  sur  quatre  especes  qui  sont  toutes  a  la 
disposition  des  personnes  desireuses  de  controler  mes  resultats :  le 
Sacch.  apiculatus  et  un  nouveau  Saccharomyces  typique  que 
j'ai  decouvert  dans  le  tube  digestif  des  abeilles  a  miel  (Apis  melli- 
fica);  de  plus,  les  deux  especes  de  Hansen:  Sacch.  Marxianus 
et  Sacch.  Ludwigii.  J'ai  choisi  la  premiere  de  ces  especes  en  raison 
de  son  importance  particuliere,  car  on  la  trouve  dans  tons  les  labora- 
toires;  j'y  ai  adjoint  I'autre  espece,  car  c'est  un  Saccharomyces  typique 
qui  ne  developpe  pas  Tinvertine;  enfm  I'etude  du  Sacch.  Marxianus 
et  du  Sacch.  Ludwigii  etait  interessante ,  parce  qu'il  s'agissait  de 
produire  i'enzyme  dit  maltase  et  de  faire  fermenter  la  maltose,  sucre 
que  Dubourg  ne  nomme  pas  expressement,  il  est  vrai,  mais  qui  doit 
etre  comporte  par   „la  loi". 

Gomme  on  devait  s'y  attendre,  le  resuhat  de  mes  recherches  fut 
contraire  a  celui  ou  etait  arrive  Dubourg.  La  connaissance  de  Tac- 
tion des  Sacch.  apiculatus,  Sacch.  Marxianus  et  Sacch.  Lud- 
wigii sur  les  sucres  est  due,  on  le  salt,  aux  recherches  bien  connues 
de   M.  Hansen    (1881    et    1888),    recherches   dont   la  justesse   a   ete 
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confirmee  plus  tard  par  d'autres  investigateurs.  En  1895,  alors  que 
ces  especes  avaient  deja  depuis  longues  annees  subi  la  culture  dans  les 
conditions  les  plus  varices  —  tantot  en  mout,  tantot  en  d'autres  liquides 
nutritifs  —  j'ai  soumis  les  deux  premieres  especes  a  un  examen  de 
controle,  et  montre  que  durant  le  temps  considered  il  n'y  avait  rien 
de  change  dans  leurs  actions  sur  les  deux  sucres,  maltose  et  saccharose. 
A  Berlin,  M.  Emil  Fischer  et  ses  collaborateurs  ont  fait  des 
etudes  de  controle  qui  confirment  egalement  les  indications  de  M.  Hansen. 
En  donnant  aux  experiences  le  but  susdit,  ils  sont  arrives  a  des  resuj- 
tats  negatifs.  Ainsi  MM.  Fischer  et  Thierfelder  ont  cultive  le 
Sacch.  Pastorianus  I  en  eau  de  levure  contenant  un  melange  de 
1-mannose  et  de  dextrose,  dans  I'intention  de  faire  fermenter  la  man- 
nose;  mais  cette  tentative  echoua  completement.  Les  traits  principaux 
des  communications  qu'on  va  donner,  ont  deja  ete  publics  dans  une 
notice  preliminaire  faite  dans  ie  Gentralbl.  f.  Bakt. ,  Parasitenk. 
u.  Inf.,  2.  Abth.  VI,  241   (1900). 

Experiences  sur  le  Saceh.  apieulatus,  E,eess. 

Le  but  etait  done  de  faire  produire  a  cette  espece,  d'apres  les 
indications  de  Dubourg,  I'inversion  d'une  solution  de  saccharose. 

Une  jeune  et  vigoureuse  vegetation,  engendree  en  3  jours  a  25^  G. 
dans  une  solution  de  dextrose  et  de  saccharose  dans  I'eau  de  levure,  fut 
ensemencee  dans  de  I'eau  de  levure  contenant  5  p.  c.  de  dextrose  et 
5  p.  c.  de  saccharose.  Abandonne  a  lui-meme  a  25^  G.  pendant  5  jours, 
le  liquide  fut  decante,  et  le  depot  de  la  levure  lave  a  I'eau  sterile,  a 
3^G.,  une  fois  dans  I'espace  de  quelques  heures.  Gette  levure  ainsi 
lavee  servit  a  infecter  un  matras  charge  d'eau  de  levure  additionnee 
de  10  p.  c.  de  saccharose,  ainsi  qu'un  autre  oii  il  y  avait  de  I'eau  de 
levure  contenant  5  p.  c.  de  dextrose  et  5  p.  c.  de  saccharose,  la  cul- 
ture devant  etre  continuee  a  25^  G.  La  culture  en  solution  de  sac- 
charose dans  I'eau  de  levure  fut  maintenue  a  25^  G.  et  essayee  chaque 
jour  a  la  liqueur  de  Fehling  pour  y  constater  la  presence  du  sucre 
interverti.  Meme  au  bout  de  9  jours  d'abandon,  il  n'y  avait  pas  en- 
core trace  de  reduction:  aucune  inversion  n'avait  done  encore  eu  lieu. 
Gette  espece  ayant  re(ju  une  seconde  culture  en  eau  de  levure  contenant 
5  p.  c.  de  dextrose  et  5  p.  c.  de  saccharose  durant  6  jours  a  25^  G., 
le  liquide  fut  decante  et,  sans  laver  le  depot  de  la  levure  (afin  de 
ne  pas  en  enlever  I'invertine  qui  aurait  pu  s'y  former),  on  en  ense- 
menc^a  une  eau  de  levure  a  10  p.  c.  de  saccharose,  qu'on  laissa  a 
25 '^  G.;  mais  la  non  plus  I'espece  en  question  nc  fut  pas  capable  d'inter- 
vertir  la  saccharose. 
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Essais  du  Saceliaromyces  n.  sp.  isole  des  abeilles  a  miel. 

Dans  les  liquides  nutritifs,  les  cellules  de  cette  espece  se  presentent 
comme  rondes  ou  ovales,  et  fortement  agglomerees,  d'ou  resulte  que  le 
depot  de  la  levure  forme  une  masse  coherente.  Sur  gelatine  au  moCit, 
ces  cellules  sont  souvent  tres  allongees  et,  au  bout  d'un  temps  assez 
prolonge,  elles  y  developpent  des  endospores  en  plus  grandes  quantites 
que  dans  les  cultures  sur  blocs  de  pLatre,  ou  parfois  aucune  formation 
de  spores  n'a  lieu.  Au  debut,  les  colonies  macroscopiques  sur  gelatine 
au  mout  peuvent  ressembler  a  la  Pezize  (Peziza).  Cette  espece  fait  fer- 
menter  les  solutions  de  dextrose,  de  fructose  et  de  maltose,  mais  reste 
impuissante  devant  la  saccharose,  et  n'agit  que  lentement  sur  le  mout 
de  biere. 

J'ai  traite  cette  espece  exactement  de  la  meme  maniere  que  le 
Sacch.  apiculatus.  Seulement,  pour  le  lavage,  apres  la  deuxieme 
culture  en  solution  de  dextrose-saccharose  dans  I'eau  de  levure,  j'ai 
remplace,  par  une  solution  de  saccharose  dans  I'eau  de  levure,  I'eau 
pure  que  j'avais  employee  apres  la  premiere  culture.  Mais,  pas  plus 
que  le  Sacch.  apiculatus,  cette  espece  ne  put  etre  amenee  a  inter- 
vertir  les  solutions  de  saccharose. 

Essais  du  Sacch.  MarxianuSj  E.  Chr.  Hansen. 

Une  vegetation  jeune  et  vigoureuse,  engendree  a  25  ^  G.  en  3  jours 
dans  un  melange  de  mout  et  d'une  solution  de  dextrose  dans  I'eau 
de  levure,  fournit  une  semence  en  eau  de  levure  ou  Ton  avait  dissous 
5  p.  c.  de  dextrose  et  5  p.  c.  de  maltose.  Au  bout  de  5  jours,  a 
25^  C,  la  culture  ne  donnait  plus  signe  de  fermentation;  le  liquide 
fut  decante,  et  le  depot  de  la  levure  lave  a  I'eau  sterile  a  3^G.  une 
fois  en  quelques  heures.  La  levure  ainsi  lavee  fut  ensemencee  partie 
en  eau  de  levure  contenant  5  p.  c.  de  maltose,  partie  en  eau  de  levure 
contenant  5  p.  c.  de  dextrose  et  5  p.  c.  de  maltose.  Apres  9  jours 
d'abandon  a  25^G.,  il  ne  s'etait  pas  produit  trace  d'alcool  dans  la 
solution  de  maltose  dans  I'eau  de  levure  (pas  de  reaction  par  ^larmes", 
methode  Pasteur,  ni  de  reaction  a  I'iodoforme  a  la  Li eb en).  Le 
dernier  matras  infecte,  charge  d'eau  de  levure  contenant  5  p.  c.  de 
dextrose  et  5  p.  c.  de  maltose,  ayant  sejourne  9  jours  a  25^  G.,  le 
liquide  fut  d6cante,  et  le  depot  de  la  levure  lave  a  I'eau  sterile  de  la 
maniere  ci-dessus  decrite.  La  levure  lavee  fut  de  nouveau  sem6e  dans 
une  solution  de  maltose  dans  I'eau  de  levure;  mais  cette  fois  non  plus 
il  ne  se  forma  pas  d'alcool. 

Le  Sacch.  Marxianus  est  done  incapable  de  faire  fermenter  la 
maltose,  meme  apres  culture  suivant  le  procede  Dubourg  decrit 
plus  haut. 
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Essais  du  Sacch.  Ijud'V7igii^  E.  Chr.  Hansen. 

Gomme  on  le  sait,  cette  espece  est  aussi  impuissante  que  le 
Sacch.  Marxianus  a  faire  fermenter  la  maltose  Une  vegetation 
jeune  et  vigoureuse,  engendree  a  25  ^G.  en  24  heures  dans  du  mout, 
fut  semee  en  eau  de  levure  contenant  5  p.  c.  de  dextrose  et  5  p.  c. 
de  maltose,  et  la  culture  tenue  a  25  ^G.  Au  bout  de  4  jours,  comme 
il  n'y  avail  plus  signe  de  fermentation,  le  liquide  fut  decante  et  la 
levure  rapidement  lavee  a  I'eau  sterile.  Une  portion  de  ce  depot  de 
levure  lave  fut  mise  dans  de  I'eau  de  levure  ou  Ton  avait  dissous 
5  p.  c.  de  maltose,  et  la  culture  fut  tenue  a  25*^G.  Au  bout  de 
7  jours,  il  n'y  avait  encore  aucun  signe  de  fermentation;  les  analyses 
faites  en  vue  de  trouver  de  I'alcool  donnerent  un  resultat  negatif,  car 
il  n'y  eut  pas  reaction  du  liquide  par  les  procedes  Pasteur  et 
Lie  ben.  Une  autre  partie  de  ce  depot  de  levure  servit  a  continuer 
la  culture  en  eau  de  levure  contenant  5  p.  c.  de  dextrose  et  5  p.  c. 
de  maltose.  Le  depot  de  levure  qui  s'y  produisit,  fut  ensuite  seme, 
sans  lavage,  dans  de  I'eau  de  levure  contenant  5  p.  c.  de  maltose, 
et  la  culture  laissee  a  la  temperature  ordinaire  pendant  3  mois.  Je 
visitai  souvent  cette  culture  pour  chercher  si  Ton  pouvait  y  decouvrir 
des  signes  de  fermentation;  mais  je  n'en  observai  jamais.  Au  bout  de 
ces  3  mois,  le  liquide  ne  donnait  de  reaction  ni  par  les  ^larmes"  ni 
par  I'iodoforme;  il  ne  contenait  done  pas  d'alcool. 

Dans  les  experiences  qui  precedent,  j'ai  done  non  seulement  copie 
exactement  le  procede  Dubourg,  mais  I'ai  meme  depasse  en  pour- 
suivant  le  traitement  durant  une  culture  de  plus,  et,  en  certains  cas, 
j'ai  opere  sans  laver  la  levure  afin  de  ne  pas  la  depouiller  de  I'enzyme 
qui  aurait  pu  s'y  former.  Neanmoins,  je  suis  toujours  arrive  au  re- 
sultat que  voici. 

Resultat: 

Dubourg  a  tort  de  pretendre  que  les  levures  qui  ne 
contiennent  pas  tel  ou  tel  enzyme,  peuvent  etre  amenees  a 
produire  cet  enzyme,  si  on  les  cultive  d'apres  le  procede 
indique  par  lui.  Par  consequent,  la  conclusion  qu'en  tire 
Duclaux  est  egalement  fausse;  il  dit  que  Taction  des  fer- 
ments alcooliques  sur  les  sucres  ne  pent  pas  servir  a  carac- 
teriser  I'espece.  Au  contraire,  on  a  de  nouveau  constate 
que  c'est  la  un  de  nos  plus  constants  caracteres  de  I'espece. 

Septembre  1900. 


Eecherches  sur  la  physiologie  et  la  morpliologie  des 

ferments  alcooliques 

Par 
Emil  Chr.  Hansen. 

XL 
La  spore  de  Saccharomyces  devenu  sporange. 


1/ans  une  communication  que  j'ai  publiee  en  1899  dans  le  „Cen- 
tralbl.  f.  Bakt.,  Par.  u.  Inf.",  2*^  Abth.,  p.  1,  j'emettais  I'idee  qu'il  se- 
rait  possible  d'amener  la  spore  de  Saccharomyces  a  developper  des 
spores  dans  son  interieur,  en  d'autres  termes  a  devenir  sporange  elle- 
meme.  Ge  terme  se  prend  ici  dans  Tacception  qui  a  cours  actuelle- 
ment,  c'est-a-dire  comme  une  designation  comprenant  toutes  cellules  a 
formation  de  spores  endogenes.  Bien  que  Thypothese  que  j'avais  avan- 
cee  ait  failli  faire  crier  au  paradoxe,  elle  est  neanmoins  maintenant 
un  fait  avere  dont  on  trouvera  la  demonstration  dans  ce  qui  va  suivre. 

Pour  prouver  combien  mon  hypothese  etait  fondee,  j'ai  eu  diverses 
difficultes  a  surmonter.  Comme  on  le  sait,  ce  ne  sont  pas  toutes  les 
cellules  —  meme  des  especes  a  sporulation  particulierement  vigoureuse  — 
qui  produisent  des  spores  quand  on  les  cultive  a  cet  effet.  Une  autre 
difficulte,  c'est  qu'on  n'est  pas  a  meme  de  faire  cet  essai  d'un  bout  a 
I'autre  dans  une  chambre  humide  sur  la  table  du  microscope  de  telle 
faQon  qu'on  puisse  avoir  Poeil  sur  chaque  individu  en  particulier:  tout 
au  contraire,  aux  differentes  phases  de  I'experience,  on  est  oblige  de 
transporter  des  cellules  d'un  flacon  dans  un  autre.  En  consequence, 
une  pareille  experience  ne  saurait  etre  menee  a  bonne  fin  que  si  pen- 
dant toute  I'etendue  du  chemin  a  parcourir  on  est  continuellement  a 
meme  de  distinguer  les  spores  renflees  d'avec  les  cellules  vegetatives 
qui  se  trouvent  parmi  elles.  Quant  a  plusieurs  especes,  cela  est  tout- 
a-fait  impossible.  Ici  comme  ailleurs  dans  le  domaine  de  nos  recher- 
ches,  il  ne  suffit  pas  que  le  raisonnement  soit  juste:  pour  etre  sur  de 
r^ussir,    il    faut   encore   un   objet   qui   se   prete   aux   experiences   parti- 
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culieres  dont  il  s'agit.  J'en  ai  trouve  un  dans  la  levure  a  sporulation 
vigoureuse  dite  Johannisberg  II. 

Voici  la  maniere  dont  j'ai  precede: 

Je  fis  la  culture  de  la  maniere  ordinaire,  dans  des  flacons  Freuden- 
reich  charges  de  minces  couches  d'eau  et  abandonnes  a  la  temperature 
de  25  ^C.  Lorsqu'un  grand  nombre  de  cellules  eurent  developpe  les 
organes  de  reproduction  en  question  (voir  fig.  1  a),  elles  furent  trans- 
portees  dans  des  flacons  analogues,  mais  qui  contenaient  une  mince 
couche  de  mout  de  biere,  et  qui  ont  6te  abandonnes  en  certains  cas  a  une 
temperature  de  34^,  dans  d'autres  cas  a  25 ^G.  Au  bout  de  4  heures, 
les  spores  commencent  en  general  a  se  gonfler,  et  plusieurs  d'entre 
elles  prennent  la  forme  de  boudin  ou  de  rognon,    tandis   que    d'autres 


Fig.  1.  Johannisberg  II. 
a,  groupe  de  cellules  a  spores  mures:  h,  les  memes  cellules  apres  4  heures 
de  culture  dans  une  mince  couche  de  mout  a  34°G.;  c,  apr^s  7  a  9  heures 
a  34  °C.  On  voit  surtout  dans  ce  dernier  groupe  des  exemples  d'un  fusionne- 
ment  des  spores;  on  aperqoit  la  parol  rompue  de  la  cellule  mere,  adherente 
a  plusieurs  des  spores  qu'elle  renfermait.  Quelques-unes  de  celles  qui  sont 
representees  a  droite  ont  commence  a  pousser  des  bourgeons.    Grossissement 

lineaire  de  1000  fois. 


revetent  des  formes  tout-a-fait  bizarres;  parfois,  deux  ou  plusieurs  spores 
fusionnent  (fig.  \  h).  3  a  5  heures  apres,  on  constate  en  general  que 
la  parol  de  la  cellule  mere  s'est  rompue;  les  spores  ont  augmente  en 
grandeur,  et  les  formes  baroques  sont  encore  plus  prononcees  qu'au- 
paravant,  fig.  1  c.  Arrivees  a  cette  phase  de  leur  developpement,  les 
spores  furent  enlevees  au  liquide  nourricier  et  transportees  dans  d'au- 
tres flacons,  contenant  une  mince  couche  d'une  solution  saturee  de 
sulfate  de  chaux.  D'autres  experiences  m'avaient  fait  constater,  en  effet, 
que  ce  liquide  possede  la  propriete  de  faire  cesser  le  bourgeonnement 
sans  cependant  arreter  la  production  de  spores.  La  culture  dans  la 
solution  de  sulfate  de  chaux  avait  heu  a  la  temperature  de  25  ^C. 
Apres   avoir   passe    de   3    a   6   jours   dans   ce   Hquide,    la    plupart   des 
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spores  renflees  avaient  elles-memes  forme  des  spores  dans  leur  inte- 
rieur.     La  spore  etait  done  devenue  sporange  (voir  fig.  2). 

Les  cellules  vegetatives  qui  accompagnaient  les  spores  semees  for- 
maient,  elles  aussi,  des  endospores  dans  ces  circonstances ;  mais  on 
pouvait  les  distinguer  des  spores  renflees  par  leur  forme  reguliere, 
ronde  et  ovale.  D'ailleurs,  mon  point  de  depart  etait  assure  par  le 
fait  que  dans  beaucoup  de  cas,  comme  le  montrent  les  figures,  les 
spores  semees  etaient  reunies  a  la  membrane  de  la  cellule  mere. 

La  spore  de  Saccharomyces  se  prepare  a  la  germination,  comme 
c'est  le  cas  pour  les  champignons  en  general,  en  absorbant  des  mati- 
eres  nutritives,  qui  la  font  gonfler.  Chez  I'espece  qui  nous  occupe  ici, 
comme  chez  les  Saccharomyces  typiques  en  general,  la  spore  germe  en 


Fig.  2.  Johannisberg  IL 
Les  spores  renflees  representees  par  la  fig.  Ic  ont,  apres  3  a  6  jours  de  se- 
jour  dans  une  solution  saturee  de  sulfate  de  chaux  a  25 °G.  forme  des  spores 
dans  leur  interieur;  la  plupart  de  celles  qui  se  trouvent  representees  dans  la 
fig.  2  sont  mures,  seulement  un  petit  nombre  de  cellules  en  renferment  qui 
n'ont  pas  encore  atteint  leur  maturite.  Chez  plusieurs  des  spores  representees 
au  milieu  et  a  droite.  on  aper<^oit  encore  la  parol  rompue  de  la  cellule  mere, 
et  Ton  y  trouve  egalement  des  cellules  qui,  avant  le  commencement  de  la 
sporulation,  avaient  pousse  des  bourgeons.    Grossissement  lineaire  de  1000  fois. 

poussant  un  ou  plusieurs  bourgeons.  Par  la,  elle  s'est  metamorphosee 
en  cellule  de  levure,  et  des  ce  commencement  de  sa  carriere  de  cellule 
de  levure,  elle  pent  developper  des  spores  dans  son  interieur  (voir  en 
fig.  2  quelques-unes  des  cellules  a  droite),  ou  bien  poursuivre  le  bour- 
geonnement.  11  va  de  soi  que  les  spores  fusionnees  peuvent,  elles  aussi, 
figurer  comme  sporanges. 

Les  experiences  ci-dessus  mentionnees  montrent  d'une  maniere  claire 
que  le  chemin  de  la  spore  a  la  cellule  mere  de  spores  peut 
etre  parcouru  sans  intervention  d'aucune  generation  inter- 
mediaire  v^g^tative.  Elles  confirment  en  meme  temps  le  fait,  de- 
montre  ailleurs ,  que  la  formation  des  spores  chez  Tespece  en  question 
n'est  pas  precedee  d'une  conjugaison  des  cellules. 
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Evidemment,  une  recherche  telle  que  celle  qui  nous  occupe  pourra 
de  diverses  manieres  servir  a  elucider  la  question  de  savoir  s'il  existe 
ou  non  un  acte  sexuel  chez  les  champignons,  question  qui  a  ete  vive- 
ment  discutee  en  ces  derniers  temps.  Toutefois,  a  I'etat  actuei  de  nos 
connaissances  a  ce  sujet,  des  debats  de  cette  nature  ne  sauraient,  pour 
ie  moment,  mener  a  des  constatations  de  quelque  importance,  et  voila 
pourquoi  je  ne  tacherai  pas  non  plus  d'approfondir  ici  ce  probleme. 

II  serait  d'un  interet  particulier  d'examiner  ce  qui  aura  lieu  si 
Ton  poursuit  a  travers  quelques  generations  cette  sporulation  sans 
bourgeonnement;  mais  une  pareille  experience  presente  encore  plus  de 
difficultes  que  celle  que  je  viens  de  decrire. 

On  sait  que  la  spore  de  Mucor  se  gonfle  tres  fortement  pendant 
qu'elle  se  prepare  a  la  germination.  Par  leur  faculte  de  figurer  comme 
cellules  de  levure  ainsi  que  par  leur  aspect  general,  ces  spores  renflees 
presentent  tant  de  ressemblance  avec  la  spore  de  Saccharomyces  que 
Ton  pourrait  bien  s'imaginer  qu'elles  aussi  doivent  etre  aptes  a  deve- 
lopper  des  spores  dans  leur  interieur,  c'esta-dire  a  se  transformer  en 
sporanges.  Toutefois,  les  experiences  que  j'ai  faites  dans  ce  sens  ne 
m'ont  jamais  donne  qu'un  resultat  negatif. 

II  est  vrai  que  le  phenomene  que  j'ai  observe  n'est  pour  le  mo- 
ment qu'un  fait  isole;  mais  il  ne  le  restera  pas  longtemps,  je  crois.  On 
est  fonde  a  admettre  qu'il  n'apparait  pas  seulement  chez  les  autres  Sac- 
cbaromycetes,  mais  encore  ailleurs  dans  le  vaste  domaine  des  champignons. 

Mars  1902. 


XII. 

Recherches  comparatives  sur  les  conditions  de  la  croissance  vegetative 

et  le  developpement  des  organes  de   reproduction  des  levures  et  des 

moisissures  de  la  fermentation  alcoolique. 

1.    Saeeharomyces. 

Aper(^u  de  mes  recherches  anterieures. 

Quant  a  la  premiere  partie  de  ces  recherches,  j'en  ai  fait  un  rap- 
port detaille  dans  le  second  memoire  de  la  presente  serie  1883,  et  j'y 
ai  aussi  rendu  compte  de  la  bibliographie  de  ce  sujet. 

La  premiere  communication  relative  aux  conditions  de  la  forma- 
tion de  spores  chez  les  Saeeharomyces,  est  due  a  J.  de  Seynes  (1868). 
Ce  savant  emet  I'opinion  que  les  spores  n'apparaissent  que  quand  la 
culture  se  fait  dans  des  conditions  defectueuses  d'alimentation,  par  ex- 
emple  dans  Teau,  dans  des  solutions  fortement  etendues  de  sucre, 
gomme,  etc.  Un  pen  plus  tard  (1869),  Re  ess  observa  qu'elles 
peuvent  aussi  se  developper  quand  les  cellules  vegetatives  sont  semees 
sur  des  tranches  de  pommes  de  terre  (soit  crues,  soit  cuites)  ou  d'au- 
tres  parties  semblables  de  plantes,  et  puis  cultivees  dans  une  cloche  a 
parois  humides.  II  adoptait  la  methode  de  son  predecesseur,  en  ce 
que,  dans  le  courant  d'une  quinzaine  de  jours,  il  lavait  la  levure,  a 
plusieurs  reprises,  dans  de  I'eau.  Quant  a  la  temperature,  il  pensait 
qu'on  favorise  la  production  des  spores  en  effectuant  la  culture  a  une 
temperature  basse,  soit  a  8  a  lO^C,  ou  au-dessous.  Quant  a  la  le- 
vure de  biere  a  fermentation  haute,  il  est  d'avis  que  pour  qu'eJle  puisse 
developper  des  spores  il  faut  d'abord  la  transformer  en  levure  de  fer- 
mentation basse,  etc. 

En  1872,  En  gel  recommanda  d'employer  des  blocs  de  platre  pour 
la  culture  de  spores,  ce  qui  constitue  en  quelque  sorle  un  perfectionne- 
ment  de  la  technique.  Ses  travaux  ne  fournirent  cependant  point  de 
contribution  a  la  comprehension  des  conditions  et  de  la  methode:  il 
n"a  fait  que  reproduire  Terreur  de  ces  devanciers. 
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Bref,  en  certains  points,  les  observations  que  Ton  faisait  a  cette 
6poque-la  etaient  bien  exactes;  mais  en  d'autres  points,  elles  etaient 
tout-a-fait  erronees.  En  consequence,  on  n'avait  pas  prise  sur  la  cul- 
ture en  question:  tantot  la  sporulation  avait  lieu,  tantot  elle  manquait: 
on  travaillait  au  hasard  et  a  tatons.  Aussi  des  objections  furent-elles 
soulev6es  contre  les  affirmations  de  ces  savants  ,  et  parmi  leurs  colle- 
gues  il  y  en  avait  qui  doutaient  de  Texistence  reelle  de  la  sporulation. 

Lorsque,  en  1883,  je  publiai  mon  traite  relatif  a  ces  phenomenes, 
les  investigateurs  qui  avaient  r6pet6  avec  des  resultats  positifs  les  essais 
de  culture  de  spores  des  MM.  deSeynes  et  Reess  pensaient  generale- 
ment  que  les  cellules,  pour  pouvoir  developper  des  spores,  devaient  se 
trouver  a  I'etat  d'inanition;  le  fort  lavage  effectue  par  Reess  allait 
aussi  dans  le  meme  sens.  Mes  recherches  montrerent,  au  contraire, 
que  pour  s'assurer  une  sporulation  abondante  il  faut  justement 
prendre  pour  point  de  depart  des  cellules  vigoureuses,  bien 
nourries.  La  doctrine  de  la  transformation  de  la  levure  haute  de 
biere  en  levure  basse,  elle  aussi,  se  trouva  etre  une  erreur.  En  outre, 
mes  recherches  me  firent  constater  que  les  conditions  de  tempe- 
rature jouent  un  role  important  et  que,  a  I'encontre  de  I'opinion 
emise  par  Reess,  la  temperature  optima  n'est  pas  basse,  mais  au 
contraire  assez  haute,  a  savoir,  pour  les  especes  examinees  par  moi, 
voisine  de  25  ^G. 

En  me  basant  sur  ces  experiences,  j'elaborai  la  methode  suivante: 
Les  cellules  de  levure  sont  cultivees  pendant  quelque  temps  dans  du 
mout  de  biere  marquant  environ  14^0  Ball,  et  a  la  temperature  ordi- 
naire du  laboratoire;  puis  je  transporte,  de  la  derniere  de  ces  cultures, 
une  jeune  vegetation  dans  de  nouveau  mout  de  la  meme  composition 
que  le  precedent,  apres  quoi  la  culture  se  fait  dans  le  courant  de 
24  heures  et  a  25  ^G.  environ.  Les  jeunes  cellules  bien  nourries  en- 
gendrees  de  cette  maniere  sont  alors  placees,  par  couche  mince,  sur  la 
surface  d'un  bloc  de  platre  place  dans  un  bocal  convenable;  puis  on 
ajoute  de  Peau,  mais  de  faqon  qu'elle  ne  puisse  toucher  a  la  surface 
du  bloc.  On  couvre  le  bocal  d'un  couvercle  ne  fermant  pas  bien.  Le 
dispositif  des  experiences  etait  tel  que  non  seulement  la  vegetation  elle- 
meme  etait  tenue  uniformement  humide,  mais  qu'en  outre  elle  etait 
pourvue  d'une  quantity  abondante  d'air  humide.  J'ai  cru  devoir  don- 
ner  tons  les  details  de  mon  procede  parce  qu'ils  sont  necessaires  pour 
pouvoir  comprendre  ce  qui  suit  et  que  je  ne  puis  presumer  que  tous 
mes  lecteurs  aient  mes  pubHcations  anterieures  sous  la  main. 

Dans  mes  recherches  sur  les  conditions  de  temperature,  je  me 
servis  de  la  m6thode  que  je  viens  de  decrire.  Le  resultat  fut  que  le 
developpement  des  spores  s'est  trouve  dependre  de  la  temperature,    de 


70 

telle  sorte  que  dans  les  limites  ou  les  spores  peuvent  se  produire,  cela 
se  fait  lentement  aux  basses  temperatures,  plus  vite  aux  tem- 
peratures plus  elevees,  jusqu'a  un  certain  point,  a  partir 
duquel  la  sporulation  redevient  plus  lente  et  finit  bientot 
par  s'arreter.  J'ai  aussi  constate  que  les  points  fo  ndamentaux, 
notamment  ceux  determines  par  les  temperatures  maxima  et  mi- 
nima, donnaient.  des  caracteres  utiles  pour  differencier  les 
especes.     J'ai   determine   les   courbes   de  temperature  de  six  especes. 

Mon  memoire  cite  plus  haut  rapporte  aussi  quelques  recherches 
preliminaires  faites  sur  Tinfluence  de  la  temperature  sur  le  bourgeonne- 
ment  et  qui  ont  notamment  demontre  ce  fait  que  les  temperatures 
maxima  des  differentes  especes  ne  sont  pas  identiques. 

G'est  dans  mon  traite  sur  la  formation  des  voiles,  public  en  1886 
dans  la  meme  serie,  qu'on  trouve  la  premiere  communication  relative 
aux  rapports  entre  le  bourgeonnement  et  la  sporulation  chez  les  Sac- 
charomycetes.  J'ai  montre  dans  cette  publication  que  le  maximum  de 
temperature  pour  le  bourgeonnement  dans  le  mout  de  biere  est 
superieur  a  celui  du  bourgeonnement  a  la  surface  du  mout 
(la  formation  de  voiles),  et  que  d'un  autre  cote  la  temperature 
maxima  decettederniere  formation  est  superieure  a  celle  de 
la  production  de  spores.  Mon  analyse  du  Saccharomyces  cere- 
visise  I  a  montre  en  outre  que  la  temperature  minima  de  la  for- 
mation des  voiles  est  inferieure  a  celle  de  la  sporulation, 
et  les  analyses  des  autres  especes  indiquaient  le  meme  sens.  La  deter- 
mination de  la  formation  des  voiles  est  plus  difficile  que  celle  de  la 
sporulation;  aussi,  comme  je  I'ai  dit  expressement  dans  le  traite  cite, 
les  tableaux  ne  donnent-ils  a  cet  egard  que  des  valeurs  approximatives. 
II  faut  done,  pour  pouvoir  bien  comprendre  tout  cet  etat  de  choses, 
recourir  au  texte  qui  accompagne  les  tableaux.  La  publication  cit6e 
contient  des  courbes  de  temperature  pour  la  formation  de  voiles  dans 
les  six  especes  dont  j'avais  en  1883  determine  les  courbes  de  tempera- 
ture de  la  sporulation.  En  ce  qui  concerne  le  bourgeonnement  dans 
le  mout,  je  n'avais  alors  fait  que  des  analyses  preliminaires  destinees 
seulement  a  m'orienter.  Les  resultats  definitifs  et  exacts,  on  les  trouvera 
enregistres  dans  la  section  suivante,  qui  donne  mes  recherches  nouvelles. 

Les  publications  precitees  montrent  en  outre  que  de  vieilles  cellules, 
elles  aussi,  peuvent  egalement  former  des  spores,  mais  que  cette  sporu- 
lation s'opere  avec  plus  de  lenteur  et  n'atteint  pas  une  si  haute  tem- 
perature limite  que  dans  le  cas  oii  la  vegetation  sem6e  sur  les  blocs 
de  platre  se  compose  de  cellules  jeunes.  J'ai  demontre  aussi  que  la 
sporulation  n'a  pas  seulement  lieu  dans  I'eau,  mais  encore  dans  des 
liquides  nutritifs  et  sur  des  milieux   nutritifs   solides,    par   exemple   sur 
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la  gelatine  melang^e  de  mout  de  biere.  C'est  surtout  de  mes  experiences 
SLU-  les  liquides  qu'il  ressort  combien  I'aeration  est  un  facteur 
important  pour  la  production  de  spores. 

La  question  devait  naturellement  se  poser,  si  la  regularity,  la  loi,  que 
mes  recherches  avaient  demontree  dans  les  rapports  entre  les  temperatures 
limites  de  la  croissance  vegetative  et  le  developpement  des  spores  chez 
les  Saccharomycetes  ne  s'appliquait  pas  egalement  aux  Champignons  en 
general.  En  dehors  de  mes  travaux  cites  plus  haut,  on  n'avait  fait 
alors  qu^une  seule  analyse  qui  put  I'indiquer,  a  savoir  celle  faile 
par  Wiesner  en  1873  du  Penicillium  glaucum  (Sitzungsber.  der 
Akademie  der  Wissensch,  Bd.  LXVIII,  1.  Abt.  Vienne  1874).  11  n'en- 
treprend  pas  de  tirer  des  conclusions  generales  et  ne  fait  que  decrire 
son  analyse.  Le  Penicillium  glaucum  est,  on  le  sait,  un  nom  sous  le- 
quel  on  designe  plusieurs  especes  et  races  differentes;  c'est  ce  qui  ex- 
plique  qu'en  examinant  deux  de  celles-ci  je  suis  arrive  a  des  chiffres 
divergeant  beaucoup  de  ceux  donnes  par  Wiesner.  De  meme  que 
pour  les  Saccharomyces.  j'arrivai  a  ce  resultat  que  la  temperature  maxima 
de  la  formation  du  mycelium  est  superieure  a  celle  de  la  formation  de 
conidies ;  par  conlre,  le  minimum  de  la  temperature  fut  la  meme  pour 
les  deux  fonctions.  Dans  les  experiences  de  Wiesner,  la  formation 
de  conidies  s'arretait  a  3^G.,  tandis  que  la  croissance  vegetative  se 
continuait  a  2^/2  ^C;  par  contre,  dans  mes  experiences  cette  limite 
s'est  trouvee  etre  de  ^/2^C.  pour  I'une  et  I'autre  de  ces  deux  fonctions. 

Dans  mes  „Biologische  Untersuchungen  iiber  Mist  bewohnende  Pilze" 
(Botan.  Ztg. ,  Heft  VII  (1897))  j'ai  fait  la  description  de  quelques  ex- 
periences que  j'avais  faites  sur  I'Anixiopsis  stercoraria  a  I'effet  d'eclaircir 
la  question  qui  nous  occupe  ici.  La  temperature  maxima  du  developpe- 
ment du  mycelium  et  de  la  formation  des  gemmes  chez  cette  espece 
s'est  trouvee  etre  sensiblement  superieure  a  celle  du  developpement  des 
peritheces,  ce  qui  concordait  bien  avec  la  regie  que  j'avais  constatee  dans 
les  Saccharomyces.  Par  suite  de  ces  observations,  j'^mettais  I'idee  que 
ceci  devait  etre  vrai  pour  les  Champignons  en  general.  J'en  ai  fourni 
de  nouvelles  preuves  dans  le  chapitre  traitant  du  Mucor. 

Dans  mon  memoire  precite  paru  en  1883,  j'avais  fait  remarquer 
ce  fait  que  dans  les  brasseries,  distilleries  et  fabriques  de  vin  on  n'en- 
gendrait,  a  travers  de  longues  series  d'annees,  que  des  generations  de 
cellules  vegetatives,  et  dans  un  nombre  excessivement  elev6.  Or,  j'ai 
constate  egalement  chez  I'Anixiopsis  stercoraria  que  la  formation  de 
spores  manquait  quand  les  conditions  dans  lesquelles  ce  cham- 
pignon se  trouvait  etaient  de  nature  a  permettre  une  croissance 
vegetative  luxuriante  et  non  interrompue.  C'est  la,  en  somme, 
un  fait  qu'on  pent  assez  souvent  observer  dans  les  Champignons.    D'un 
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autre  cote,  j'ai  observe  que  la  faculte^de  produire  des  spore?  n'est  pas 
affaiblie  pendant  ce  developpement  interminable  de  generations  pure- 
ment  vegetatives. 

Chez  I'Anixiopsis  stercoraria,  la  formation  des  peritheces  est  pre- 
cedee  par  le  developpement  d'un  systeme  vegetatif  particulier.  Voila, 
en  somme,  un  phenomene  que  nous  sommes  habitues  a  observer  chez 
les  Champignons.  On  pourrait  maintenant  se  demander  si  quelque  chose 
d 'analogue  a  lieu  dans  les  Saccharomycetes  avant  la  formation  des 
spores.  Quand  nous  faisons  la  culture  sur  des  blocs  de  platre  ou  dans 
dfes  matras,  nous  ne  saurions  decider  si,  oui  ou  non,  cette  fonction 
est  propre  a  un  terme  defini  de  revolution  des  cellules  vegetatives. 
Nous  ne  savons  pas  combien  de  generations  ont  precede,  et  nous  igno- 
rons  de  meme  si,  oui  ou  non,  nous  sommes  ici  en  face  d'un  develop- 
pement successif  et  necessaire  d'elements  vegetatifs.  Afm  d'eclaircir 
cette  importante  question,  il  nous  faut  poursuivre  des  le  commence- 
ment jusqu'a  la  fin  la  marche  de  revolution  en  prenant  pour  point  de 
depart  une  cellule  unique.  J'ai  rendu  compte  des  recherches  que  j'ai 
faites  a  ce  sujet  dans  une  communication  preliminaire  publiee  au  com- 
mencement de  I'annee  1899  dans  le  ^Gentralbl.  f.  Bakt.,  Parasitenk.  u. 
Inf.%  2te  Abth. 

Dans  I'une  de  ces  series  d'essais  j'ai  experimente  sur  des  cellules 
jeunes  et  vigoureuses  engendrees  de  la  maniere  decrite  ci-dessus,  dans 
du  mout  debiere;  dans  la  seconde  serie  les  cellules  provenaienl  de  cul- 
tures en  mout  assez  vieilles.  Dans  I'un  et  I'autre  cas  elles  furent  lavees  dans 
I'eau  distillee  dans  le  courant  de  1  a  2  heures  a  2^G.  Je  fis  la  cul- 
ture sur  la  table  du  microscope  a  25^ G.  dans  une  chambre  de  Ranvier 
avec  grand  acces  d'air  et  dans  de  I'eau  distillee.  Les  cellules  semees 
ne  doivent  pas  donner  un  bourgeonnement  trop  abondant,  parce  qu'alors 
on  ne  sera  pas  a  meme  de  se  tenir  au  courant  de  I'ordre  suivant  le- 
quel  se  succedent  les  cellules  nouvellement  formees;  mais,  d'autre  part, 
il  est  necessaire  de  pourvoir  a  des  conditions  favorables  a  la  production 
de  spores,  L'esperience  fut  faite  sur  deux  especes,  savoir  le  Saccharo- 
myces  cerevisiae  1  et  le  Johannisberg  II.  Les  jeunes  cellules  se  multi- 
plierent  d'abord  pendant  quelque  temps  par  bourgeonnement  et  forme- 
rent  des  colonies;  puis,  elles  se  sont  mises  a  produire  des 
spores,  et  de  telle  sorte  que  les  premieres  spores  se  for- 
merent  dans  la  cellule  mere  de  la  colonic  et  que  de  celle-ci 
la  sporulation  progressa  vers  les  membres  plus  jeunes  de 
la  colonic;  au  bout  de  quelques  jours,  je  pouvais  generalement  con- 
stater  I'apparition  de  spores  meme  dans  les  cellules  les  plus  jeunes. 
La  fig.  1  ci-contre,  que  j'ai  dessinee  apres  avoir  public  la  communica- 
tion  precitee,    montre   cet    etat   de    choses.      Gette    experience   nous   a 
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done  appris  que  la  regularite  se  manifeste  meme  ici  et  que  les  cellules 
etaient  capables  de  former  des  spores  directement  sans 
bourgeonnement  prealable. 

Geci  s'est  manifeste  d'une  fa^on  encore  plus  evidente  dans  mon 
experience  relative  aux  cellules  vieilles.  En  effet,  pourvu  que  nous 
ayons  choisi  la  vraie  phase  d'evolution,  il  se  produit  ici  une  sporula- 
tion  dans  un  nombre  plus  ou  moins  grand  et  sans  bourgeonnement 
precedent.  Les  deux  especes  avaient  atteint  ce  point  apres  un  laps  de 
temps  tres  different:  dans  le  Saccharomyces  cerevisise  I  ordinairement 
apres  que  la  culture  en  mout  de  I'espece  en  question  eut  sejourne 
10  jours  a  la  temperature  ordinaire  du  local;  chez  le  Johannisberg  II, 
au   contraire,    pas   meme   apres    3   semaines,    bien   que   d'ordinaire    au 


Fig.  1.  Sacch.  cerevisiae  I. 
Des  cellules  lavees  se  trouvant  dans  de  Teau  dans  des  chambres  Ranvier  au 
large  acces  d'air,  au  bout  de  5  jours  de  repos  a  25 °G.  a.  une  colonie  dont 
la  cellule  mere  se  trouve  au  milieu;  la  cellule  mere  a  pousse  cinq  bourgeons, 
puis  forme  des  spores  dans  son  interieur;  trois  des  cellules  secondaires  con- 
tiennent  egalement  des  spores,  I'inferieure  n'etant  pas  encore  arrivee  a  Tetat 
de  maturite  En  h,  c  et  d,  ce  ne  sont  que  les  cellules  meres  qui  sont  arri- 
vees  a  la  formation  de  spores;  les  spores  de  c  et  r?  ne  sont  pas  encore  mures. 
Grossissement  lineaire  de  1000  fois. 

bout  d'environ  7  semaines,  dans  certains  cas  meme  seulement  au  bout 
de  plus  de  2  mois  Va.  Les  cellules  des  voiles  des  deux  especes,  elles 
aussi ,  formaient  directement  des  spores  dans  les  conditions  indiquees. 
J'ai  montre  dans  la  meme  communication  que  les  jeunes  cellules 
bien  nourries  peuvent,  elles  aussi,  etre  amenees  a  passer  sur  le  bour- 
geonnement et  a  former  des  spores  immediatement,.  a  savoir  quand 
elles  sont  placees  dans  des  conditions  favorables  a  la  production  de 
spores,  mais  defavorables  au  bourgeonnement.  J'ai  fait  cet  essai  sur 
le  Johannisberg  II,  dont  je  pla(^ai  des  cellules  dans  une  solution  aqueuse 
saturee  de  sulfate  de  chaux,  au  lieu  de  les  placer  dans  de  Peau.  Elles 
aussi,    les   recherches  rapportees   dans   mon  memoire   precedent   et   qui 
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firent   constater   que  la  spore  peut  se  presenter    comme   sporange,    de- 
montrent  le  meme  fait. 

On  est  venu  peu  a  peu  a  se  servir  generalement  de  la  methode 
de  culture  de  spores  que  je  viens  de  decrire  (voir  p.  69);  mais  quant 
a  I'importance  des  conditions  du  developpenient  des  spores,  on  n'etait 
pas  toujours  d'accord. 

Dans  son  traite  intitule  ,Zur  Physiologic  der  Fortpflanzung  einiger 
Pilze\  III.  (Jahrb.  f.  wissensch.  Botanik,  XXXV  (1900))  Klebs  fait 
mention  de  mes  recherches  et  affirme  d'une  maniere  emphatique  que 
le  manque  de  nourriture  est  un  facteur  absolument  necessaire.  En 
meme  temps  il  me  fait  le  reproche  de  n'avoir  point  fait  attention  a 
Texistence  de  ce  facteur.  Ni  Pun  ni  I'autre  n'est  exact.  En  effet, 
dans  la  methode  que  je  recommandais  particulierement  et  que  j'em- 
ployais  dans  la  plupart  de  mes  experiences,  la  culture  se  faisait,  on  se 
le  rappelle,  justement  dans  de  minces  couches  d'eau,  ou  par  conse- 
quent Pabsence  de  nourriture  constituait  un  facteur  bien  evident. 

Cependant  il  va  de  soi  que  ladite  absence  de  nourriture  ne  peut 
point  constituer  en  elle-meme  une  condition  directe.  La  nourriture 
peut  manquer,  en  effet,  tant  aux  cellules  elles-memes  qu'a  leur  en- 
tourage sans  qu'il  se  produise  de  sporulation  et,  inversement,  —  mes 
recherches  ci-dessus  mentionnees  en  fournissent  la  preuve  — ,  des  cellules 
bien  nourries,  et  egalement  des  cellules  qui  se  trouvent  dans  un  bon 
milieu  nourricier,  sont  neanmoins  capables  de  developper  ces  organes 
de  reproduction.  Le  manque  de  nourriture  est  assurement  un  facteur 
important  quand  il  s'agit  de  faire  arreter  le  bourgeonnement  et  d'in- 
troduire  par  la  la  formation  de  spores:  mais  il  n'est  point  le  seul  fac- 
teur produisant  cet  effet,  et  lorsqu'enfm  les  cellules  se  trouvent  au 
debut  de  la  carriere  de  la  sporulation,  il  faut  tout  un  ensemble 
d'autres  facteurs  pour  qu'elles  puissent  atteindre  le  but.  Je  met- 
trai  tout  cela  en  evidence  dans  la  section  traitant  les  rapports  entre  le 
bourgeonnement  et  la  sporulation.  II  y  a  d'autres  points  encore  sur 
lesquels  mes  recherches  ont  mene  a  un  resultat  different  de  celui  au- 
quel  est  arrive  Klebs.  On  le  trouve  specialement  au  dernier  chapitre, 
dans  lequel  je  traite  du  genre  de  Mucor. 


Recherches  nouvelles. 

Le  bourgeonnement. 

Gette  fonction  a  lieu  avec  plus  de  vigueur  dans  les  liquides  nu- 
tritifs  que  sur  les  milieux  nutritifs  solides.  Le  meilleur  liquide  nourri- 
cier  que    nous    connaissions   sous    ce   rapport,    c'est   le   mout  de  biere 
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mentionne  si  souvent  dans  mes  publications;  la  gelatine  au  mout  con- 
slitue  un  bon  milieu  nourricier  solide.  Quant  aux  exigences  que  font 
les  cellules  au  milieu  nourricier  pour  qu'un  bourgeonnement  puisse  se 
produire,  elles  sont,  regie  generale,  tres  modestes.  G'est  ainsi  que  dans 
ce  qui  precede  nous  avons  vu  qu'elles  peuvent  developper  des  colonies 
entieres  dans  de  I'eau  distillee.  Relativement  aux  conditions  speciales 
chimiques  du  bourgeonnement  et  de  la  sporulation,  M.  le  D^  Artari  a 
commence  dans  le  temps  des  recherches  au  laboratoire  de  Garlsberg; 
on  peut  esperer  le  voir  bientot  publier  un  memoire  traitant  de  ce  sujet; 
je  ne  m'y  arreterai  done  pas.  D'ailleurs,  les  questions  principales  du 
present  memoire  se  rapportent  a  autres  choses.  Pour  faire  les  ana- 
lyses que  je  vais  decrire,  MM.  Klocker  et  Schionning  m'ont  pret4 
leur  concours. 

L'air  atmospherique  joue  un  role  important  dans  le  bourgeonne- 
ment; aussi  est-il  generalement  connu  —  ayant  ete  constate  maintes 
fois ,  non  seulement  dans  les  experiences  de  laboratoire,  mais  encore 
dans  les  operations  pratiques  des  industries  de  la  fermentation  —  que 
I'aeration  accelere  la  multiplication  de  la  cellule  de  levure,  et  des  ex- 
periences directes  ont  fait  constater  que  cet  effet  est  du  a  Taction  de 
I'oxygene.  Quant  a  I'azote  de  l'air,  il  doit  plutot  etre  considere  comme 
indifferent,  et  sa  faible  teneur  en  acide  carbonique  ne  joue  pas  non 
plus  un  role  appreciable.  Le  bourgeonnement  peut  se  produire  meme 
dans  les  cas  oij  il  n'est  pas  possible  de  constater  la  presence  d'oxy- 
gene  libre.  G'est  ce  que  montrent  les  experiences  sur  I'azote  depourvu 
d'oxygene  qui  seront  decrites  dans  la  section  suivante.  Ges  experiences 
ont  ete  faites  sur  des  especes  de  Saccharomyces  qui  vivent  plongees 
dans  le  liquide;  mais  les  principaux  resultats  qu'elles  ont  apportes  sont 
probablement  applicables  egalement  a  des  especes  telles  que  les  Sac- 
charomyces anomalus  et  Sacch.  membransefaciens,  qui  des  le  commen- 
cement de  leur  croissance  se  multiplient  en  formant  des  voiles. 

Pour  les  experiences  sur  I'influence  de  la  temperature,  j'employai 
une  vegetation  jeune  et  vigoureuse  engendree  de  la  maniere  que  j'ai 
decrite  plus  haut  en  parlant  de  la  culture  de  spores.  Je  mis  une  se- 
mence  assez  abondante  dans  des  flacons  Freudenreich  remplis  a  peu 
pres  a  moitie  de  mout  de  biere.  Gette  culture  fournit  les  conditions 
les  plus  favorables  au  bourgeonnement  et  a,  par  consequent,  servi  de 
base  a  mes  experiences.  Des  essais  de  controle  furent  pratiques  dans 
des  chambres  Ranvier  fermees  et  chargees  du  meme  liquide.  Pour 
certaines  especes  le  developpement  eut  lieu  ici  avec  un  peu  plus  de 
difficulte  que  dans  les  flacons.  Toutefois,  les  resultats  principaux  furent 
au  fond  les  memes. 

Gomme  nos  recherches  n'ont  pas  uniquement   pour   but  de  deter- 
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miner  les  temperatures  limites  du  bourgeonnement,  mais  encore  de 
faire  une  comparaison  entre  celles-ci  et  les  temperatures  limites  de  la 
sporulation,  il  faut  aussi  fajre  la  culture  dans  les  memes  conditions  que 
pour  cette  derniere  fonction.  G'est  pourquoi  une  serie  des  essais  de 
bourgeonnement  fut  faite  dans  de  minces  couches  d'eau  et  dans  les 
flacons  et  chambres  mentionnes  ci-dessus.  Aux  temperatures  elevees, 
les  cultures  6taient  abandonnees  a  une  atmosphere  humide  afin  d'em- 
pecher  I'evaporation.  Voici  les  temperatures  limites  trouvees  par  la 
culture  en  moCit: 

Sacch.  cerevisiae  I:  maximum  de  la  temper.  40<>;  minimum  de  temp.  3— 1<'G. 

S.  Pastorianus  I :  —  —  34";  —  —  V2° - 

S.Pastorianus  II:  —  —  40";  —  —  V2" - 

S.  Pastorianus  III:  —  -  39-40°;  -  —  V2« - 

S.ellipsoideus  I:  —  —  40—41":  —  —  V2° - 

S.  ellipsoideus  II:  —  —  40°;  —  —  V2° - 

S.Marxianus:  —  —  46-47°;  —  —  V2° - 

S.anomalus:  -  -  37-38°;  -  -  1-V2° - 

S.  membranaefaciens:  —  —  35—36°:  —  —  V2° - 

S.Ludwigii:  -  -  37-38°;  -  —  3-1°- 

Johannisberg  II:  -  -  37-38°;  —  —  V2°  - 

Les  temperatures  maxima  des  onze  especes  examinees  varient  de 
47^  a  34 ^C,  les  minima  de  3  a  ^/2^G. ,  etant  pour  la  plupart  des 
especes  voisins  de  ^/2^G. 

Les  resultats  qu'ont  apportes  ces  experiences  nous  montrent  d'une 
maniere  bien  nette  que  les  diverses  especes  ont  des  temperatures  limites 
differentes,  et  ils  nous  fournissent  de  nouveaux  contingents  a  leur  carac- 
terisation.  II  saute  aux  yeux  que  le  Sacch.  Pastorianus  I  occupe  une 
place  a  part  vis-a-vis  des  deux  autres  especes  du  meme  groupe.  La 
plus  haute  temperature  maxima  se  trouve  chez  le  Sacch.  Marxianus; 
cette  espece  depasse  sous  ce  rapport  de  beaucoup  toutes  les  autres. 
Les  deux  especes  dont  la  temperature  maxima  est  la  plus  elevee  sont 
Tune  et  Tautre  des  levures  de  fermentation  basse.  II  appert  done  de 
nouveau  —  j'ai  fait  cette  constatation  deja  auparavant  —  qu'on  a  tort 
de  vouloir  etablir  la  regie  que  les  levures  de  fermentation  haute  se 
developperaient  a  des  temperatures  plus  elevees  que  celles  de  fermen- 
tation basse. 

Parmi  les  especes  ci-dessus  mentionnees,  les  Sacch.  anomalus  et 
Sacch.  membranaefaciens  sont  du  nombre  de  celles  qui  dans  des  con- 
ditions normales  forment  rapidement  des  voiles  a  la  surface  des  liquides 
dans  lesquels  elles  sont  cultiv^es;  toutefois  cela  ne  se  produit  pas  dans 
le  voisinage  des  temperatures  limites,  oia,  par  contre,  elles  ne  se  mulli- 
plient  que  com  me  levure  de  d6p6t. 

En   plusieurs   endroits    de   mes   publications,   j'ai   eu  I'occasion  de 
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donner  des  exemples  du  pouvoir  morphogenique  qu'a  la  temperature 
dans  les  levures  et  les  bacteries  acetifiantes.  Les  experiences  que  je 
viens  de  communiquer  fournissent  une  nouvelle  contribution  a  I'eluci- 
dation  de  ce  sujet.  Elles  ont  montre  que  dans  la  culture  des  Saccha- 
romyces  typiques  en  mout  pres  de  la  temperature  maxima  il  apparait 
des  caracteres  morphologiques  grace  auxquels  on  peut  classer  les  di- 
verses  especes  dans  deux  series  differentes ,  dont  Tune  comprend  les 
Sacch.  cerevisiae  I,  Sacch.  Pastorianus  II  et  III,  Sacch.  ellipsoVdeus  I 
et  II,  et  enfm  Sacch.  Marxianus,  tandis  que  la  seconde  renferme  les 
Sacch.  Pastorianus  I  et  Johannisberg  II.  Les  especes  de  la  premiere 
de  ces  deux  series  developpent  des  vegetations  composees  de  cellules 
rondes  et  ovales;  ainsi  les  Sacch.  Pastoristnus  II  et  III  ont  done  aux 
hautes  temperatures  entierement  change  de  forme,  et  les  autres  especes 
de  cette  serie  ont  subi  un  rehaussement  tout  particuHer  de  la  forme 
typique  propre  aux  Sacch.  cerevisise  et  Sacch.  ellipsoi'deus.  Dans  les 
circonstances  analogues  les  deux  especes  de  la  seconde  serie:  les  Sacch. 
Pastorianus  I  et  Johannisberg  II,  developpent  par  contre  des  cellules 
en  forme  de  boudin  et  allongees.  Ainsi,  le  Sacch.  Pastorianus  I  se 
comporte  aussi  sous  ce  rapport  tout-a-fait  differemment  des  Sacch,  Pa- 
storianus II  et  III,  et  quant  au  Johannisberg  II  c'est  une  transformation 
de  la  forme  typique  representee  dans  la  semence  qui  a  eu  lieu.  Cette 
espece  est  une  veritable  levure  de  vin,  et  se  rapproche  d'ailleurs  des 
Sacch.  ellipsoideus  I  et  II,  avec  lesquels  elle  Concorde  egalement  pour 
la  forme  des  cellules  quand  la  culture  se  fait  a  la  temperature  ordi- 
naire ou  autour  de  I'optimum.  Dans  le  cours  de  la  culture  aux  hautes 
temperatures,  ses  cellules  ont  pris  une  forme  tout-a-fait  differente  de 
celles  des  deux  autres  especes.  Gomme  ces  recherches  ne  se  ratta- 
chent  pas  pleinement  aux  buts  principaux  de  ce  traite,  je  n'y  insisterai 
plus.  Une  communication  plus  detaillee  relative  a  la  valeur  de  ces 
nouveaux  caracteres,  accompagnee  d'illustrations,  sera  publiee  dans  un 
memoire  ulterieur.  Plus  nous  approfondissons  la  biologic  de  ces  or- 
ganismes,  plus  nous  d6couvrons  de  caracteres  permettant  de  distinguer 
nettement  les  especes  entre  elles. 

Une  comparaison  du  tableau  ci-dessus  avec  mon  aperqu  des  tem- 
peratures limites  de  la  sporulation  (p.  83)  fait  voir  que  la  temperature 
maxima  du  bourgeonnement  est  superieure,  dans  toutes  les  especes,  et 
que  la  temperature  minima  est  inferieure,  aux  temperatures  respective- 
ment  maxima  et  minima  de  la  sporulation.  La  culture  en  eau  distillee 
a  donne  le  meme  resultat  principal.  Toutefois,  dans  ces  derniers  cas 
les  especes  ont  des  temperatures  maxima  inferieures  et  des  tempera- 
tures minima  superieures  a  celles  qu'on   constate   dans  les  cultures  en 
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mout.     Du  reste,    les   rapports  entre  le  bourgeonnement  et  la  sporula- 
tion  seront  examines  dans  les  deux  sections  qui  suivent. 

La  formation  de  spores. 

Les  conditions  d'alimentation  qui  sont  generalement  favorables  aux 
bourgeonnement  des  cellules  le  sont  egalement  quand  il  s'agit  de  les 
amener  a  un  etat  qui  leur  fournisse  les  meilleures  conditions  d'une 
vigoureuse  production  de  spores.  Quant  a  la  maniere  dont  cette  cul- 
ture est  realisee,  j'en  ai  deja  parle  dans  la  premiere  section;  nous 
allons  envisager  maintenant  I'influence  de  Pair  et  de  la  temperature. 

Suivant  Klebs,  Pair  et  son  oxygene  n'exercent  guere  d'influence 
essentielle  sur  la  formation  des  spores.  Toutefois,  il  conserve  une 
certaine  reserve  en  ce  qu'il  fait  ressortir  qu'on  n'a  pas  encore  fait  de 
recherches  speciales  dans  ce  sens.  Cependant,  mes  publications  anteri- 
eures  contiennent  quelques  essais  preliminaires  sur  ce  sujet,  qui  lui  ont 
echappe  et  auxquels  je  vais  suppleer  dans  la  suite.  Ges  experiences 
nouvelles  furent  faites  dans  des  liquides  et  dans  des  flacons  Freuden- 
reich.  Ce  procede  est  mieux  approprie  aux  questions  dont  il  s'agit 
que  les  cultures  sur  blocs  de  platre.  Rien  qu'a  faire  une  culture  com- 
paree  de  spores  dans  de  minces  et  dans  d'epaisses  couches  de  liquide, 
on  ne  tardera  pas  a  apercevoir  la  grande  importance  de  I'aeration. 
On  peut  se  servir  a  cet  effet  tant  de  liquides  nutritifs  que  d'eau  di- 
stillee.  Je  decrirai  maintenant  les  plus  importantes  de  mes  experiences 
de  Tun  et  de  I'autre  genre. 

De  jeunes  cellules  du  Sacch.  Pastorianus  I  et  du  Jobannisberg  II 
furent  semees  dans  du  mout  de  biere  renferme  dans  des  flacons  Freu- 
denreich  a  la  temperature  de  25  ^G.  Dans  I'une  des  deux  series 
d'experiences  les  flacons  furent  remplis  (15^^  de  liquide,  a  la  hauteur 
de  45"^°^),  tandis  que  dans  I'autre  on  ne  mit  que  7  gouttes  dans 
chacun  d'eux.  Afin  d'empecher  I'evaporation,  le  tube  surmontant  le 
capuchon  etait  mis  en  communication  avec  un  tube  courbe.  Les  deux 
series  ne  differaient  Tune  de  I'autre  qu'en  ce  que  dans  la  premiere  on 
experimentait  avec  des  couches  epaisses  de  liquide,  tandis  que  dans  la 
seconde  elles  etaient  tres  minces.  Apres  quelques  jours,  les  deux  especes 
avaient  developpe  des  spores  dans  les  couches  minces  de  liquide,  tandis 
que  dans  les  couches  epaisses  les  spores  faisaient  defaut  meme  apres 
plus  d'un  mois.  De  petites  quantites  de  liquide  prises  dans  les  flacons 
charges  d'epaisses  couches  et  renfermant  les  cellules  qu'on  y  avait  se- 
mees furent  transporlees  dans  des  flacons  vides ,  qui  furent  ensuite, 
eux  aussi,  laisses  en  repos  a  une  temperature  de  25  °G.  Or,  au  bout 
de  moins  de  14  jours,  je  pus  constater  un  developpement  de  spores 
dans  tous  ces  flacons.    Dans  tous  les  cas,  I'acces  plus  libre  de 
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I'air  avail  pour  effet  la  formation  de  spores,  tandis  que 
dans  les  cas  ou  I'aeration  manquait,  elle  n"avait  pas  lieu. 
Je  pouvais  constater,  en  outre,  que  les  cellules  vieilles  ont  de  plus  grandes 
exigences  relativement  a  I'aeration  que  les  jeunes.  D'autres  essais,  qui 
furent  faits  de  la  meme  maniere,  mais  au  moyen  des  chambres  humides, 
donnerent  un  r^sultat  principal  analogue.  Naturellement,  on  eut  egard 
a  I'influence  qu'une  accumulation  d'acide  carbonique  pouvait  avoir. 

Des  experiences  realisees  de  la  meme  fac^on  que  celles  que  je 
viens  de  decrire,  mais  dans  lesquelles  j'avais  substitue  de  Teau  distillee 
au  mout,  firent  egalement  voir  que  la  formation  des  spores  depend  a 
un  haul  degre  de  I'aeration. 

J'ai  egalement  pu  observer  dans  ces  experiences  que  les  individus 
ne  se  comportent  pas  identiquement :  quelques-uns  peuvent  se  contenter 
de  la  tres  minime  quantite  d'air  qu'au  debut  de  I'experience  ils  trou- 
vent  dans  I'epaisse  couche  d'eau;  d'autres  ne  s'en  contentent  point. 
Pour  que  la  grande  majorite  de  cellules  puissent  suivre 
dans  cette  voie,  il  faut  une  forte  provision  d'air;  dans  les 
couches  epaisses  cela  n'a  lieu  qu'imparfaitement,  et  seulement  apres  un 
temps  plus  ou  moins  long.  Si  dans  une  culture  en  eau  on  place  des 
cellules  vieilles  et  usees,  il  peut  se  produire  le  cas  que  seulement 
les  cellules  ou  Pair  a  largement  acces  des  le  debut  de  I'ex- 
perience produisent  des  spores,  et  qu'aucune  des  cellules  ren- 
fermees  dans  les  epaisses  couches  d'eau  n'y  arrive.  Un  pareil  resultat 
eut  lieu  dans  une  experience  sur  des  cellules  des  Sacch.  Pastorianus  II 
et  Sacch.  ellipsoideus  I  provenant  d'une  vegetation  engendree  dans 
I'espace  de  20  jours  dans  de  Teau  distillee  a  25  ^  G.  Si  cette  vegeta- 
tion avait  passe  encore  plus  longtemps  dans  les  circonstances  indiquees, 
le  moment  serait  naturellement  venu  oil  le  manque  de  nourriture  au- 
rait  produit  Teffet  de  rendre  impossible  toute  sporulation,  quand  meme 
les  cellules  seraient  placees  dans  les  conditions  les  plus  favorables  sous 
ce  rapport.  De  ce  point  jusqu'a  la  limite  de  la  vitalite  il  peut  y  avoir 
un  grand  chemin  a  parcourir.  En  somme,  c'est  dans  les  experiences 
sur  les  cellules  agees  que  la  necessite  de  I'air  saute  le  plus  aux  yeux. 

A  ce  groupe  d'experiences  se  rattache  aussi  celle  que  je  vais  de- 
crire et  qui  se  rapporte  aux  Sacch.  cerevisiae  I  et  Sacch.  Pastorianus  1. 
Apres  avoir  lave,  pendant  1  heure  ^/2  a  2^G.,  des  vegetations  jeunes 
prises  dans  des  cultures  en  mout,  je  les  ai  semees  dans  des  flacons 
Freudenreich  contenant  de  minces  couches  d'eau  (dans  chaque  flacon 
5  gouttes)  et  desquels  Pair  avait  ete  chasse.  Je  plagai  une  serie  de 
ces  flacons  sous  une  cloche  avec  une  solution  alcaline  de  pyrogallole.  une 
autre  serie  en  dehors  de  la  cloche,  dans  Tun  et  I'autre  cas  a  la  tem- 
perature de  25 ^G.     On  a  rarefie,    par   aspiration,    Fair  renferme  dans 
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la  cloche  jusqu'a  ce  que  la  pression  fut  de  15  a  16^°^  de  mercure. 
Au  bout  de  6  jours,  tous  les  flacons  qu'on  avait  laisses  en  dehors  de 
la  cloche  se  trouvaient  avoir  produit  des  spores  en  abondance,  tandis 
que  dans  les  vegetations  renfermees  dans  la  cloche  on  n"en  a  pu  con- 
stater  aucune  trace.  Puis,  ces  dernieres  vegetations  furent  egalement 
placees  en  dehors  de  la  cloche,  de  sorte  que  Pair  y  eut  acces;  la 
consequence  fut  qu'au  bout  de  quelques  jours  elles  donnerent  toutes 
une  assez  abondante  production  de  spores.  Par  consequent,  egale- 
ment pour  ce  dispositif  des  experiences,  c'etait  la  provision 
d'air  qui  provoquait  la  sporulation. 

Gomme  nous  I'avons  rappele  plus  haut,  on  a  en  general  suppose 
que  I'oxygene  etait  le  plus  important  des  elements  de  I'air  a  Tegard 
de  la  production  de  spores;  mais  on  n'a  pas  fait  d'experiences  spe- 
cials pour  le  prouver.  Dans  ce-qui  va  suivre,  on  examinera  sous  ce 
rapport  et  separement  chacun  des  principaux  elements  de  Pair  atmos- 
pherique:  azote,  oxygene,  acide  carbonique. 

Pour  ces  recherches  j'ai  choisi  les  deux  especes  Sacch.  cerevisiae  I 
et  Johannisberg  II,  types  de  levure  qui  ne  sont  pas  seulement  de  vi- 
goureux  producteurs  de  spores,  mais  qui  presentent  en  outre  des  ex- 
emples  vraiment  typiques  de  levure  haute  et  levure  basse,  de  levure 
de  biere  et  de  levure  sauvage.  Le  resultat  acquiert  par  la  une  plus 
grande  universahte.  Quelques-unes  de  ces  experiences  furent  faites  avec 
des  cellules  vieilles,  d'autres  avec  des  cellules  jeunes,  mais  toujours 
prises  dans  une  vegetation  de  culture  en  mout.  Les  vieilles  vegetations 
provenaient  d'une  culture  a  la  temperature  ordinaire  du  laboratoire, 
soit  pendant  7  jours,  soit  durant  2  mois,  les  vegetations  jeunes  d'une 
culture  en  24  heures  a  25  ^G.  Pour  quelques-unes  des  experiences, 
on  les  a  prises  directement  dans  la  culture  en  mout  dans  laquelle  elles 
avaient  ete  engendrees,  tandis  que  pour  les  autres  experiences  on  les 
a  prealablement  lavees  rapidement  dans  de  I'eau  sterilisee  et  a  environ 
1  ^  G.  Ge  traitement  n'a  cependant  exerce  aucune  influence  sur  le  re- 
sultat principal.  La  plupart  de  ces  experiences  furent  faites  dans  les 
cultures  en  eau  decrites  ci-dessus,  partie  en  couches  minces,  partie  en 
couches  6paisses.  Dans  tous  les  cas,  I'eau  avait  ete  debarrassee  im- 
mediatement  auparavant  de  son  air,  puis  rapidement  satur^e  du  gaz 
dont  il  s'agissait.  Apres  que  les  cellules  de  levure  y  eurent  ete  ajou- 
tees,  on  a  expulse  vivement  et  completement  Pair  qui  se  trouvait  dans 
le  flacon  au-dessus  du  liquide,  en  meme  temps  qu'on  y  a  introduit  le 
gaz  sur  lequel  Pexperience  devait  etre  faite.  Les  experiences  ont  ete 
realisees  en  partie  de  faqon  qu'on  ferma  completement  les  flacons  im- 
mediatement  apres  les  avoir  remplis  du  gaz  en  question,  en  partie  de 
sorte    qu'on   fit    passer   sans   cesse    ce  gaz  a  travers  le  flacon,   soit  au 
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travers  du  liquide  meme,  soit  seulement  sur  sa  surface.  Les  flacons 
etaient  munis,  suivant  les  cas  dififerents,  de  tubes  etc.  appropries  a  ces 
diverses  exigences.  A  cote  de  ces  flacons,  on  plaga  des  flacons  de 
controle  et  contenant  des  cultures  traitees  de  la  maniere  decrite,  mais 
auxquels  Pair  atmospherique  avait  acces.    La  temperature  6tait  de  25  °G. 

Au  bout  de  5  jours ,  les  cultures  a  I'azote  ne  montraient  en- 
core aucun  signe  de  sporulation ,  tandis  que  les  cultures  de  controle 
contenaient  au  contraire,  comme  a  I'ordinaire,  beaucoup  de  spores. 
Lorsque  les  cultures  a  I'azote  furent  exposees  a  Taction  de  I'air  atmo- 
spherique, elles  formaient,  elles  aussi,  de  nombreuses  spores  apres 
5  jours. 

Les  experiences  faites  avec  I'acide  carbonique  donnerent  le  meme 
resultat  principal.  Quoique  ce  gaz  soit  un  principe  virulent  pour  les 
cellules,  elles  peuvent  pourtant  en  supporter  une  quantite  assez  conside- 
rable sans  cesser  completement  le  bourgeonnement  et  la  production 
de  spores. 

Enfm,  on  a  aussi,  et  de  la  maniere  ci-dessus  decrite,  entrepris  une 
s6rie  d'experiences  avec  I'oxygene ;  pour  comparer,  on  avait  en  ce  cas 
plac6  des  cultures  tout-a-fait  analogues ,  mais  avec  exclusion  de  I'oxy- 
gene. On  en  vint  a  constater  que  la  sporulation  avait  lieu  constam- 
ment  dans  les  cultures  additionnees  d'oxygene,  et  jamais  dans  celles 
desquelles  I'oxygene  etait  completement  elimine. 

Quant  a  I'elimination  de  I'oxygene,  elle  n'a  pas  seulement  ete 
pratiqu^e  de  la  maniere  ordinaire,  soit  a  I'aide  d'une  solution  alcaline 
de  pyrogallole,  mais  encore  au  moyen  d'une  solution  chlorhydrique  de 
I'acetate  de  protoxyde  de  chrome.  G'est  mon  collegue,  M.  le  D*"  S0- 
rensen,  qui  a  eu  I'amabilite  de  m'indiquer  ce  dernier  precede  excellent. 

Comme  on  devait  s'y  attendre,  les  experiences  dont  on  vient  de 
parler  ont  demontr6  que  I'oxygene  est  un  facteur  absolument 
n^cessaire  pour  la  production  de  spores. 

Le  bourgeonnement  peut  aussi  avoir  lieu  quand  meme  I'oxygene 
viendrait  a  manquer;  il  en  a  ete  ainsi  dans  les  experiences  ci-dessus 
decrites  et  faites  dans  I'azote  libre  d'oxygene.  En  ceia,  cette  fonction 
se  distingue  done  nettement  de  la  sporulation.  II  suffit  cependant  d'une 
petite  quantite  d'oxygene  pour  que  des  cellules  vigoureuses  puissent 
former  des  spores.  On  sera  par  consequent  dequ  si  Ton  ne  prend  pas 
soin  que  les  gaz  sur  lesquels  on  experimente  soient  completement  de- 
barrasses  d'air  atmospherique  et  d'oxygene.  Les  communications  pu- 
bliees  en  ces  derniers  temps  et  d'apres  lesquelles  la  sporulation  devait 
dans  certains  microorganismes  pouvoir  se  produire  vigoureusement  dans 
I'azote  pur,  tiennent  sans  doute  a  une  erreur  de  ce  genre. 

Dans  son  memoire  „Ueber  die  Fettbildung  bei  den  niederen  Pilzen" 
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(Sitzungsber.  d.  K.  Bayr.  Acad.  d.  Wissensch.,  1879),  Nageli  emet  I'idee 
que  la  sporulation  ne  s'opere  que  „quand  les  cellules  se  trouvent  re- 
pandues,  dans  un  etat  a  demi  desseche,  sur  un  substratum*.  Toute- 
fois,  il  ne  parait  pas  que  cette  assertion  soit  basee  sur  des  recherches 
speciales.  Elle  a  passe  dans  les  ^Vorlesungen  iiber  Pflanzenphysiologie" 
de  Sachs,  et  de  cet  ouvrage  dans  plusieurs  autres  ecrits;  on  I'a  egale- 
ment  avancee  parfois  dans  les  derniers  temps.  Nous  allons  examiner 
de  plus  pres  cet  etat  de  choses. 

Si  dans  les  experiences  ci-dessus  avec  la  biere  dans  les  chambres 
Ranvier  nous  ne  prenons    pas   soin   d'exclure    toute   evaporation,   il  ne 
s'opere  aucune  sporulation.     Les  cellules  de  la  culture  en  eau  sont,    il 
est  vrai,  un  peu  moins  susceptibles  a  cet  egard,    mais  le  resultat  prin- 
cipal reste  cependant  le  meme.    Je  vais  decrire  ici  une  experience  que 
j'ai  faite  dans  le  temps  et  ayant  en  vue  cette  question:  Je  preparai  de 
la  maniere  ordinaire  une  serie  de  cultures  sur  blocs  de  platre,  et  aus- 
sitot  que  ceux-ci  eurent  absorbe  de  I'eau  au  point  de  s'en  remplir  com- 
pletement,    je   les   tirai    des   coupes   renfermant   I'eau  et  les  transportai 
chacun  dans  sa  coupe  vide.    Gelle-ci  ne  vint  a  contenir  d'autre  liquide 
que  celui  qu'apportaient  les   blocs   eux-memes.     Quelques-unes   de   ces 
coupes  furent   fermees   avec   leurs   couvercles   en   verre,    les    autres    au 
contraire  avec  du  papier-filtre.    Pour  pouvoir  comparer,  je  mis  de  cote 
quelques  cultures  ordinaires  sur  blocs  de  platre;  ces  blocs  etaient  con- 
stamment  entoures  d'eau,  et  Tair  etait  sature  d'humidite.   La  temperature 
a  laquelle  cette  experience   fut  realisee  etait  de  25  ^G.     Le  resultat  fut 
que  la  formation  des  spores  s'operait   plus    vite   et   plus    abondamment 
dans   les   cultures    ordinaires,    a  savoir   apres  24  heures  de  repos;    ve- 
naient  ensuite  les  cultures  sur  les   blocs   fermes   avec  un  couvercle  en 
verre  dans  les  coupes   vides,    a   savoir   apres  29  heures    de   repos;    en 
troisieme  ligne  venaient  les  cultures  couvertes  seulement  de  papier-filtre : 
sur    ces    blocs    la    production    des    spores   n'avait   lieu    qu'au    bout    de 
44    heures ,    et    encore    sur    quelques-uns    d'eux    seulement.     Toutefois. 
meme  ici  la  levure  s'etait  maintenue  humide.     Toutes   ces   experiences 
montrent,  en  un  mot,    que  I'evaporation  empeche  la  formation 
des  spores,   bien  que  plusieurs  des  cellules  puissent  aussi  developper 
ces  corps  de  reproduction  quand  elles  se  trouvent  sur  un  milieu  expose 
a  quelque  evaporation. 

Dans  la  nature  c'est  surtout  dans  les  couches  superieures  du  sol 
que  se  developpent  les  spores,  a  condition  bien  entendu  que  ces  couches 
aient  un  degre  convenable  d'humidite;  les  spores  se  forment  egalement 
dans  le  jus  provenant  de  fruits,  tels  que  les  raisins,  prunes,  groseilles 
a  maquereau,  cerises,  etc.  Quant  aux  conditions  favorables  a  la  sporu- 
lation et  que  nous  offrons  aux  cellules  dans  nos  experiences  de  labora- 
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toire,  les  rencontreront-elles  bien  rarement  dans  la  nature,  ou  bientot 
apres  leur  entree  dans  ]a  voie  de  la  sporulation  elles  seront  Ires  sou- 
vent  exposees  a  ce  qu'une  evaporation  survienne  autour  d"elles.  Les 
experiences  ci-dessus  decrites  nous  montrent  que  quelques-unes  d'entre 
elles,  rneme  dans  ces  conditions  peu  favorables,  sont  a  meme  de  par- 
courir  d'un  bout  a  Tautre  la  marche  complete  du  developpement.  En 
consequence,  la  sporulation  a  lieu  plus  frequemment  dans  la  nature 
qu'on  ne  devrait  s'y  attendre. 

L'agent  qui  se  prete  le  mieux  a  I'analyse,  c'est  la  temperature; 
aussi  ai-je  insiste  tout  particulierement  sur  les  analyses  faites  sous  ce 
rapport.  Au  chapitre  P^,  j"ai  renvoy^  brievement  aux  courbes  de 
temperature  pour  la  marche  evolutionnaire  des  spores  que  j'avais  de- 
terminees  en  1883  dans  six  especes.  Plus  tard,  j'ai  determine  les 
temperatures  limites  de  ladite  fonction  dans  le  Johannisberg  II.  Nielsen 
et  Klocker  ont  eff'ectue  des  analyses  analogues  des  Sacch.  anomalus, 
Sacch.  membransefaciens,  Sacch.  Ludwigii  et  Sacch.  Marxianus  (Gomptes- 
rendus  du  Laboratoire  de  Garlsberg  III,  1894,  Livr.  3,  et  IV,  1895, 
Livr.  1).  Les  temperatures  limites  pour  la  sporulation  de  ces  especes 
sont  indiquees  ci-apres  pour  la  comparaison  des  temperatures  limites 
du  bourgeonnement  (voir  p.  76). 

Sacch.  cerevisiae  I A     36—37®  peu  de  cellules  sporif.,  a     3772*^0.  point. 

-      11-12°        —  -  -  9«  -     — 

S.  Pastorianus  I -  29V2 -307-2  °    —  —  -     31V2°  -      — 

3_4o  _  _  .         1/^0  .      _ 

S.  Pastorianus  II -     27— SS^        —  —  -         29°  -     — 

3_4o  _  _  .         i/^o  .     _ 

S.  Pastorianus  111 -      27—28°        —  —  -  29°  -      — 

8V2°  -  —  -  40  .      _ 

S.ellipsoideus  I -3OV2— 31V2°     —  —  -     32V2°  -      — 

71/2O  _  _        *     .  40  .     _ 

S.  ellipsoideus  II -     33-34°        —  —  -         35°  -     — 

8°  —  —  -  4°  -      — 

S.  Marxianus -       32°  —  —  -         34°  -      — 

8°  —  —  .  40  .      _ 

S.  anomalus -     32—3272°  —  —  -         34°  -  — 

6— 7V2°  -  —  -2V2-3°  -  - 

S.  membranEefacieDs .  . .    -      33—3372°  —  —  -         35°  -  — 

6—772°  -  —  -  272-3°  -  - 

S.  Ludwigii -     32—3272°  —  —  -         34°  -  — 

6—772°  -  —  -272-3°  -  — 

Johannisberg  II -      33—34°        —  —  --3472°-      — 

30  _  _  .  20  .     _ 
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Dans  ces  derniers  temps,  d'autres  auteurs  encore  ont  aussi  public 
des  recherches  sur  la  marche  d'evolution  des  spores  dans  d'autres 
especes  que  les  susmentionnees ;  mais  comme  les  determinations  des 
temperatures  limites  correspondantes  du  bourgeonnement  manquent,  au- 
cune  comparaison  ne  peut  avoir  lieu;  je  ne  m'y  arrelerai  done  pas. 

Les  temperatures  limites  de  la  sporulation  chez  les  especes  ci- 
dessus  nommees  se  trouvent  entre  37  et  3^G.  et  sont  d'un  cote  infe- 
rieures,  de  I'autre  cote  superieures  a  celles  du  bourgeonnement,  ce  qui 
Concorde  avec  ce  que  j'ai  fait  remarquer  precedemment.  On  pourrait 
supposer  que  I'espece  qui  a  la  plus  haute  temperature  maxima  pour  le 
bourgeonnement  aurait  egalement  la  plus  elevee  pour  la  sporulation, 
et  qu'une  telle  relation  devrait  se  trouver  egalement  pour  les  tempera- 
tures minima  des  deux  fonctions;  mais  il  n'en  est  rien;  tout  au  con- 
traire,  il  se  produit  ici  une  assez  grande  variete  de  combinaisons,  et 
voila  ce  qui  en  partie  fait  que  les  temperatures  limites  nous  fournissenl 
tant  de  caracteres  utiles  pour  differencier  les  especes.  Une  comparaison 
des  deux  tableaux  le  fait  ressortir  nettement. 

Les  determinations  donnees  ci-dessus  furent  faites,  on  se  le  rap- 
pelle,  sur  des  vegetations  engendrees  dans  du  moiit  de  biere.  Dans 
ma  communication  provisoire  precitee  dans  le  „Gentralbl.  f.  Bakt.  etc.'', 
2*®  Abth.,  1899,  j'ai  rapporte  quelques  experiences  faites  sur  des  vege- 
tations engendrees  dans  les  deux  liquides  nutritifs  suivants,  Tun  et 
I'autre  d'une  composition  chimique  defmie: 

Peptone 1  Vo 

Dextrose 5  ^/o 

Phosphate  primaire  de  potassium 0,3  ^/o 

Sulfate  de  magnium 0,2  % 

et 

Peptone 1  Vo 

Maltose 5  ^/o 

Phosphate  primaire  de  potassium 0,3  % 

Sulfate  de  magnium 0,5  ^/o 

Ces  essais  furent  faits  sur  les  trois  especes  Sacch.  cerevisiae  I, 
Sacch.  Pastorianus  I  et  Johannisberg  II,  du  reste  de  la  maniere  decrite 
ci-dessus. 

Le  Sacch.  cerevisige  I  a  form6  peu  de  spores  a  35 ^G,  a  37  ^C. 
point  de  spores. 

Le  Sacch.  Pastorianus  I  a  form6  peu  de  spores  a  29^  G.,  a  31  ^C. 
point  de  spores. 

Le  Johannisberg  II  a  forme  peu  de  spores  a  33— 34<^G.,  a  35 ^G. 
point  de  spores. 
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Quoique  ces  vegetations  fussent  engendrees  dans  des  liquides  nutri- 
tifs  dont  la  composition  chimique  etait  tres  differente  de  celle  du  mout, 
les  temperatures  maxima  qu'on  a  trouvees  concordent  neanmoins  assez 
bien  avec  celles  donnees  plus  haut;  en  tant  que  des  differences  se 
faisaient  remarquer,  elles  consistent  en  ce  que  lesdites  temperatures 
sont  un  peu  plus  elevees  pour  les  vegetations  engendrees  dans  le  mout 
que  pour  celles  qui  provenaient  des  deux  solutions  artificielles. 

Sur  les  rapports  entre  le  bourgeonnement  et  la  sporulation. 

Dans  cette  section  nous  allons  passer  en  revue  les  resultats  ex- 
poses dans  ce  qui  precede,  et  les  discuter.  J*y  ajouterai  quelques  re- 
cherches  nouvelles,  et  j'insisterai,  en  les  examinant  de  plus  pres,  sur 
certains  points  qui  precedemment  n'ont  ete  mentionnes  que  brievement. 
Je  commencerai  par  les  phenomenes  morphologiques  pour  passer  en- 
suite  aux  conditions  par  lesquelles,  dans  nos  essais  de  culture  de  spores, 
le  bourgeonnement  pent  etre  amene  a  s'arreter:  finalement,  nous  con- 
sidererons  les  conditions  directes  de  la  formation  de  spores. 

Si  nous  plagons  une  cellule  de  levure  dans  des  conditions  favo- 
rables  d'alimentation,  le  bourgeonnement  ne  tardera  pas  a  se  produire, 
et  une  colonie  sera  fondee.  Tant  que  les  cellules  dont  se  compose 
celle-ci  restent  unies  les  unes  aux  autres,  nous  pouvons  considerer  le 
tout  comme  un  systeme  vegetatif.  Ce  dernier  peut  subir  un  developpe- 
ment  ulterieur,  et  dans  certaines  conditions  il  peut,  du  moins  chez 
certaines  especes,  se  presenter  comme  un  mycelium.  Dans  tons  ces 
cas  il  n'est  question  que  d'une  croissance  vegetative.  Les  cellules 
peuvent  rester  unies  en  colonies  pendant  un  temps  plus  ou  moins  long; 
mais  elles  peuvent  aussi  se  detacher  et  fonder  des  colonies  nouvelles. 
Dans  ce  dernier  cas  elles  figurent  done  comme  organes  de  repro- 
duction. Selon  leur  forme  et  selon  la  nature  de  la  parol,  on  les  a 
quelquefois  denommees  „conidies  de  levure",  „oidies  de  levure"  et 
„chlamydospores  de  levure".  Gependant,  nous  I'avons  vu,  les  memes 
cellules  peuvent  aussi  developper  des  spores  dans  leur  interieur,  et  cela 
non  seulement  quand  elles  sont  libres,  mais  aussi  lorsqu 'elles  constituent 
des  membres  d'une  colonie.  On  considere  generalement  une  pareille 
cellule  mere  de  spores  comme  un  asque. 

Les  cellules  de  levure  passent  tres  facilement  d'une  valeur  mor- 
phologique  a  I'autre;  et  il  en  est  de  meme  de  la  spore,  du  moins 
pour  ce  qui  concerne  les  Saccharomyces  typiques.  Dans  ce  qui  va 
suivre,  il  ne  sera  question  que  de  ces  derniers. 

Les  spores  de  ces  especes  germent  par  le  bourgeonnement  et  se 
transforment  par  la  en  cellules  de  levure;  comme  telles,  elles  peuvent 
passer   par   les    valeurs   ci-dessus   mentionnees  et  ensuite  se  developper 
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en  sporanges.  Et  la  spore  renflee,  qui  par  la  germination  n'est  pas 
encore  entree  dans  la  phase  de  cellule  de  levure,  peut  aussi,  comme 
nous  Tavons  appris  dans  le  traite  precedent,  devenir  sporange,  done 
sans  qu'il  se  forme  une  seule  generation  vegetative. 

Malgre  la  facilite  avec  laquelle  les  cellules  passent  d'une  forme  a 
une  autre,  neanmoins  ces  fonctions,  bourgeonnement  et  sporulation, 
sent  deux  choses  a  part  et  peuvent  se  separer  completement.  J'ai  de- 
montre  dans  mon  memoire  sur  la  variation  (la  presente  serie  1900) 
que  nous  pouvons  enlever  a  la  cellule  la  derniere  de  ces  fonctions  sans 
pour,  cela  empieter  sur  la  premiere.  De  plus,  il  est  fort  probable  que 
nous  arriverons  aussi  un  jour  a  eliminer  le  bourgeonnement,  de  sorte 
que  la  sporulation  resterait  seule.  Les  recherches  exposees  dans  mon 
memoire  precedent  nous  ouvrent  la  perspective  d'y  parvenir. 

Nos  recherches  nous  ayant  montre  non  seulement  que  chaque 
cellule  vegetative  est  apte  a  developper  des  spores  directement,  mais 
encore  que  la  spore  elle-meme  peut  devenir  sporange,  il  est  etabli  par 
la  qu'il  n'est  pas  necessaire  que  la  formation  de  spores  soit  precedee 
d'un  systeme  vegetatif.  Gonsequemment,  les  Saccharomycetes  se  di- 
stinguent  sous  ce  rapport  non  seulement  des  plantes  superieures,  mais 
probablement  encore  de  la  plupart  des  Champignons. 

Toutefois,  la  marche  ordinaire  de  revolution  consiste  en  ce  que, 
avant  le  commencement  de  la  sporulation,  il  se  forme  par  bourgeonne- 
ment de  nombreuses  generations  de  cellules  vegetatives.  Tant  que  les 
conditions  exterieures  le  permettent,  les  cellules  continuent  a  se  multi- 
plier par  le  bourgeonnement.  Comme  nous  I'avons  mentionne  au  cha- 
pitre  1^^,  elles  peuvent  persister  dans  cette  voie  pendant  de  tongues 
annees  et  former  d'interminables  generations  vegetatives. 

11  est  bon  de  remarquer  que  parmi  les  levures  de  I'industrie  ce 
sont  precisement  les  plus  anciennes,  a  savoir  les  levures  de  biere  a 
fermentation  haute,  qui  se  signalent  par  la  plus  active  production  de 
spores.  On  eut  pu  s'attendre  ici  k  ce  que  le  bourgeonnement  pour- 
suivi  pendant  si  longtemps  eut  fini  par  supplanter  la  sporulation,  et 
c'est  aussi  la  ce  que  dans  son  temps  plusieurs  investigateurs  conside- 
raient  comme  chose  admise.  C'est  pourquoi  pour  mes  analyses  dans 
ce  domaine  je  choisis  particulierement  la  levure  anglaise  de  fermentation 
haute  que  j'ai  appelee  Saccharomyces  cerevisiae  I.  Cette  derniere  a 
probablement  vecu  durant  des  siecles  dans  les  brasseries  d'Angleterre, 
oij  elle  ne  s'est  multipliee  que  par  bourgeonnement;  elle  n'en  est  pas 
moins  encore  aujourd'hui  au  nombre  de  celles  qui  possedent  le  plus  grand 
pouvoir  de  produire  des  spores.  Plusieurs  autres  levures  de  Tindustrie 
et  levures  sauvages,  qui  ont  ete  cultivees  pendant  plus  de  vingt  annees 
au  laboratoire  de  Carlsberg   dans  des  conditions  telles  qu'elles  ne  pou- 
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vaient  se  multiplier  que  par  bourgeonnement,  ont  ^galement  pleinement 
conserve  leur  faculte  de  produire  des  spores.  Le  resultat  principal, 
c'est  que  I'emploi  et  le  developpement  exclusifs  de  Tune  de  ces  fonc- 
tions  n'ont  pas  supprime  I'autre.  Et  pourtant  il  s'agit  ici  d'un  nombre 
de  generations  depassant  de  beaucoup  les  plus  grands  chiffres  avcc  les- 
quels  nous  avons  jamais  a  compter  dans  les  vegetaux  superieurs. 

Quand;  par  une  raison  ou  une  autre,  le  bourgeonnement  est  ar- 
rete,  les  cellules  cherchent  a  continuer  la  vie  par  d'autres  voies;  elles 
peuvent  le  faire  soit  en  formant  des  spores  dans  leur  interieur,  soit  en 
adaptant  leur  plasma  et  leurs  parois  de  maniere  a  pouvoir  resister  aux 
mauvaises  influences  exterieures  que  les  conditions  nouvelles  apportaient 
avec  elles.  Parfois  on  ne  pent  decouvrir  aucune  difference  entre  ces 
cellules  et  les  cellules  vegetatives  ordinaires,  parfois  on  pent  observer 
que  leur  parol  s'est  epaissie  et  est  venue  a  former  plusieurs  couches; 
dans  ce  dernier  cas  nous  obtenons  le  type  que  chez  les  Champignons 
on  appelle  generalement  chlamydospores.  Elles  peuvent  revetir  toutes 
ces  differentes  formes  par  exemple  pendant  Phivernage  dans  le  sol  qui 
est  la  regie  generale  pour  les  levures  sauvages. 

De  la,  nous  passons  a  la  consideration  du  dispositif  des  differentes 
methodes  de  culture  de  spores.  La  culture  la  plus  frequemment  em- 
ployee se  fait  dans  de  minces  couches  d'eau  se  trouvant  soit  a  la 
surface  des  blocs  de  platre,  soit  au  fond  des  matras  ou  dans  les 
chambres  humides,  soit  encore  sur  des  couches  de  gelatine  pure.  Les 
cellules  jeunes  et  bien  nourries  placees  dans  ces  couches  d'cau  se 
mettent  aussitot  a  bourgeonner.  Les  matieres  nourricieres  renfermees 
dans  leur  interieur  sont  par  la  consommees  jusqu'a  un  certain  degre, 
et  il  se  developpe  a  la  fin  des  cellules  d'une  composition  chimique  telle  que 
dans  les  conditions  presentes  elles  ne  sont  plus  capables  de  produire 
des  bourgeons;  elles  commencent  alors  a  developper  des  spores  dans 
leur  interieur.  On  peut  dire  au  sujet  de  cet  etat  de  choses  que  les 
matieres  nutritives  propres  au  bourgeonnement  ne  sont  plus  presentes, 
tandis  que  celles  appropriees  a  la  sporulation  s'y  trouvent.  Toulefois, 
nous  ne  devons  pas  nous  figurer  la  chose  comme  une  simple  sous- 
traction;  il  ne  faut  point  la  concevoir  comme  si  la  phase  du  bour- 
geonnement representait  quelque  chose  de  plus  et  celle  de  la  sporula- 
tion quelque  chose  de  moins  de  la  meme  matiere  nutritive.  11  faut 
plutot  admettre  qu'il  s'opere  des  groupements  nouveaux.  Cependant  la 
chimie  ne  nous  est  d'aucun  secours  sur  ce  terrain,  et  nous,  nous  ne 
sommes  pas  a  meme  de  commencer  une  analyse. 

Dans  la  culture  de  spores  dans  les  liquides  nutritifs  mentionnes  ci- 
dessus:  mout  de  biere,  biere,  mout  de  raisins,  vin,  eau  de  levure,  les 
cellules  sont  situ§es  autrement  qu'elles  ne  le  sont  dans  les  cultures  en 


eau;  c'esl  pourquoi  nous  pouvons  admettre  que,  arriv^es  au  point  oil 
le  bourgeonnement  s'arrete  et  ou  la  sporulation  commence,  elles  se 
comportent  autrement  qu'elles  ne  le  faisaient  lorsqu'elles  en  etaient  au 
point  correspondant  dans  les  cultures  en  eau.  Cependant,  meme  dans 
ces  cas,  la  cellule  arrive  a  un  moment  ou,  faute  de  nourriture  dans 
son  entourage  ainsi  que  dans  elle-meme,  le  bourgeonnement  ne  pent 
plus  avoir  lieu.  Une  influence  des  matieres  dues  a  Paction  chimique 
de  la  cellule  sur  le  milieu  s'y  trouve  peut-etre  aussi  sous  ces  conditions. 

Nous  avons  vu  au  chapilre  premier  que  des  cellules  qui  ont  atteint 
un  certain  age  et  qui  se  trouvent  dans  un  certain  etat  d 'alimentation, 
peuvent,  sans  bourgeonnement  prealable,  entrer  dans  la  voie  de  la 
sporulation,  quand  on  les  place  dans  les  chambres  humides  renfermant 
de  I'eau  distillee.  De  meme  que  dans  les  cas  precedents,  cm  pent 
affirmer  dans  ce  cas  egalement  que  c'est  le  manque  d'aliments  dans 
la  cellule  meme  et  dans  son  entourage  qui  empeche  le  bourgeonne- 
ment de  se  produire. 

Dans  ce  qui  precede,  mes  experiences  faites  sur  la  gelatine  nutri- 
tive n'ont  ete  mentionnees  que  brievement,  et  puisque  Klebs  donne 
une  explication  qui  ne  concorde  pas  avec  le  resultat  auquel  je  suis 
arrive,  j'ai  par  consequent  un  double  motif  pour  en  faire  une  mention 
un  peu  plus  detaillee  ici.  J'ai  fait  mes  experiences  nouvelles  sur  les 
deux  especes  Sacch.  cerevisise  I  et  Johannisberg  II  semees  sur  des 
couches  epaisses,  soit  de  gelatine  melangee  de  mout  de  biere,  soit  de 
gelatine  a  I'eau  de  levure.  La  semence  fut  en  plusieurs  cas  inoculee  sur  la 
gelatine  sous  forme  de  raies  que  j'y  traqai,  dans  d'autres  cas  a  I'etat  de 
gouttes  renfermant  un  petit  nombre  de  cellules  de  I'espece  dont  il  s'agis- 
sait;  les  cultures  etaient  placees  sous  des  cloches,  et  Ton  pourvoyait  a 
ce  que  I'air  fut  suffisamment  renouvele  et  maintenu  humide.  II  se  posa 
alors  la  question  de  savoir  si  la  sporulation  aurait  lieu  aussi  sur  les 
bords  des  vegetations,  ou  les  cellules  etaient  en  contact  immediat  avec 
le  milieu  nourricier,  ou  si  elle  serait  bornee  a  la  partie  centrale  des 
vegetations,  c'est-a-dire  aux  cellules  qui  ne  communiquaient  plus  di- 
rectement  avec  la  source  d'alimentation.  En  examinant  les  vegetations 
de  Sacch.  cerevisiae  I  sur  la  gelatine  au  mout  apres  3  semaines  de 
sejour  a  25  ^C,  je  trouvai,  sur  le  bord  exterieur,  quelques  rares  cel- 
lules ayant  forme  des  spores,  et  apres  2  mois  de  repos  le  nombre  des 
cellules  sporiferes  du  bord  paraissait  egaler  celui  des  cellules  centrales. 
Dans  de  vieilles  vegetations  de  Johannisberg  II  sur  la  gelatine  au  mout, 
je  fis  des  constatations  analogues.  Que  la  gelatine  avoisinant  le  bord 
continuat  a  etre  un  bon  milieu  nourricier,  c'est  ce  qu'on  pouvait  mon- 
trer  en  y  traqant,  a  I'aide  d'un  fil  de  platine,  des  raies  du  bord  de  la 
vegetation;    car   ces   raies  prirent  une  croissance  rapide.     A  I'instar  de 
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la  coJonie  mere ,  elles  engendraient  des  cellules  sporiferes  tant  a  leurs 
bords  qu'a  leur  milieu.  En  somme,  la  vegetation  sur  la  gelatine  con- 
tinue a  s'etendre,  pourvu  que  Ton  ait  soin  de  pourvoir  a  ce  que  la 
temperature  soit  convenable,  et  a  ce  que  Pair,  suffisamment  renouvele, 
soit  sature  d'humidite.  De  meme  que  dans  les  cultures  en  eau,  on 
pouvait  observer  ici  encore  que  quelques-unes  des  cellules  se  propa- 
geaient  par  bourgeonnement,  alors  que  d'autres,  situees  tout  pres  des 
premieres,  developpaient  des  endospores. 

Sur  la  gelatine  melangee  d'eau  de  levure,  je  fis  egalement  des 
observations  analogues  dans  ses  vegetations  de  Johannisberg  II,  apres 
que  les  cultures  eurent  sejourne  dans  plusieurs  cas  pendant  3  semaines 
a  la  temperature  du  local,  dans  d'autres  durant  27  jours  a  25 ^G. 
Inutile  de  rappeler  que  ces  essais  sont,  de  meme  que  d'autres  du  meme 
genre,  soumis  a  des  oscillations  notables;  il  ne  s'agit  pour  nous  que 
du  resultat  principal. 

Klocker  a  recemment  ici  au  laboratoire  de  Garlsberg  fait  des 
observations  analogues  dans  ses  essais  de  culture  avec  le  Saccharo- 
myces  decouvert  par  lui  chez  les  abeilles  (On  trouve  une  description 
de  cette  levure  dans  les  Gomptes  rendus  du  Laboratoire  de  Garlsberg, 
vol.  V,  1900,  page  62).  En  examinant  ses  vegetations  sur  de  la  gela- 
tine au  mout  apres  26  jours  de  repos  a  la  temperature  du  laboratoire, 
il  constata,  en  effet,  que  la  zone  marginale  contenait,  en  plusieurs  en- 
droits,  meme  de  tres  nombreuses  cellules  sporiferes. 

Meme  pour  la  sporulation  qui  se  produit  sur  la  gelatine  nutritive. 
Klebs  donne  comme  explication  I'absence  d'aliments.  II  part,  en  effet, 
de  I'opinion  qu'elle  n'a  lieu  que  chez  les  cellules  qui  se  trouvent  dans 
les  couches  superieures  de  la  colonie  de  levure  et  qui  ne  sont  pas  en 
contact  avec  la  substance  nourriciere.  Selon  Klebs,  la  formation  des 
spores  ne  se  produirait  done  qu'au  milieu  des  colonies,  et  non  pas  dans 
leur  zone  marginale.  Or,  il  resulte  clairement  des  recherches  que  je 
viens  d'exposer  que  cette  maniere  de  voir  n'est  pas  juste:  Elles  nous 
ont  fait  voir  que  meme  des  cellules  bien  nourries  et  qui  ont 
un  large  acces  a  la  nourriture  sont  neanmoins  aptes  a  de- 
velopper  des  spores.  Si  les  cellules  des  colonies  de  la  gelatine 
nutritive  s'ecartent  de  la  voie  du  bourgeonnement,  il  faut  en  chercher 
la  cause  dans  une  action  exercee  par  des  produits  des  cellules.  L'un 
de  ces  produits,  savoir  I'alcool,  sera  mentionne  plus  loin. 

Aux  essais  de  culture  de  spores  sur  la  gelatine  nutritive  viennent 
se  rattacher  ceux  que  j'ai  entrepris  dans  des  solutions  de  sulfate  de 
chaux.  On  se  rappellera  que  les  jeunes  cellules  vigoureuses  et 
bien  nourries  qu'on  y  avait  semees  developpaient  directement 
des  endospores  sans  bourgeonnement  prealable.    Ges  cellules  sporo- 
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genes  sont  aussi  bien  nourries  que  possible,  et  elles  continuent  a  I'etre; 
ainsi,  ici  non  plus,  il  n'est  nullement  question  d'un  manque  d'aliment 
clans  les  cellules  elles-memes.  Le  fait  est  que  c'est  le  principe 
virulent  qu'on  a  mis  dans  I'eau  qui  a  empeche  le  bour- 
geonnement.  Quand  la  spore  se  developpe  directement  en  sporange, 
c'est  egalement  une  cellule  bien  nourrie  qui,  sous  Paction  du  sulfate 
de  chaux,  est  mise  a  meme  de  passer  sur  le  bourgeonnement  et  d'en- 
trer  directement  dans  la  voie  de  la  sporulation.  Dans  tous  ces  cas 
c'est  le  sulfate  de  chaux  qui  empeche  la  cellule  d'arriver  par  voie  de 
bourgeonnement  au  point  oil  le  manque  de  nourriture  commence. 

L'alcool  ethylique  produit  un  effet  analogue.  Dans  les  solutions 
faibles  de  cette  substance  le  bourgeonnement  a  encore  lieu  d'une 
maniere  assez  active.  Par  contre,  une  solution  a  lO^/o  agit  en 
somme  de  la  meme  maniere  que  la  solution  saturee  de  sul- 
fate de  chaux.  Ces  experiences  furent  faites  sur  de  jeunes  cellules 
de  Johannisberg  II.  Apres  3  jours  de  sejour  a  25  ^G.  dans  la  solution 
d'alcool  susnomraee,  bon  nombre  d'elles  avaient  developpe  des  spores 
sans  bourgeonnement  prealable. 

L'absence  de  nourriture  est  un  element  des  plus  importants  quand 
il  s'agit  d'arreter  le  bourgeonnement,  et  par  la  elle  peut  dans  certaines 
conditions  de  culture  concourir  egalement  a  la  production  des  spores. 
II  va  sans  dire  que  ce  n'est  pas  tout  genre  d'absence  d 'aliments  dans 
la  cellule,  et  que  ce  n'est  pas  tout  genre  d'absence  de  matieres  nutri- 
tives dans  son  entourage  qui  soit  capable  de  produire  cet  effet;  mais 
meme  la  ou  nous  avons  devant  nous  l'absence  propre  de  nourriture, 
il  y  a  toute  une  gradation  et  un  grand  champ  libre.  En  un  mot,  le 
manque  d'aliments  n'est  qu'un  des  differents  facteurs  qui  agissent  dans 
ce  sens,  et  a  cote  il  y  en  a  d'autres  de  meme  valeur.  Un  autre  re- 
sultat  important  que  nos  recherches  ont  apporte  a  ce  sujet,  c'est  qu'on 
a  en  son  pouvoir  de  disposer  les  experiences  de  telle  hqon  que  des 
cellules  qui  sont  abondamment  pourvues  de  nourriture,  tant  dans  leur 
interieur  qu'autour  d'elles,  soient  neanmoins  aptes  a  developper  des  spores 
d'une  maniere  vigoureuse.  Geci  a  echappe  a  I'attention  de  Klebs,  qui 
a  attribue  a  Tune  des  parties  de  notre  probleme  une  importance  qui 
ne  lui  revient  pas. 

II  va  de  soi  que  la  cessation  du  bourgeonnement  n'entraine  pas 
toujours  la  production  de  spores.  Cette  production  exige,  au  contraire, 
tout  un  ensemble  d'autres  conditions;  nous  pouvons  qualifier  celles-ci 
de  conditions  directes.  Les  voici:  un  certain  etat  favorable  d'alimenta- 
tion,  pour  lequel  nous  manquons  toutefois  une  expression  chimique 
d^finie,  provision  d'eau,  affluence  abondante  d'air  atmospherique  ou 
d'oxygene  humides,  et  une  temperature  generalement  assez  elevee.    Ces 
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conditions  sont  communes  a  tons  les  Saccharomyces,  mais  subissent  pour- 
tant  des  variations  selon  les  especes.  Geci  apparait  surtout  d'une  maniere 
frappante  dans  les  tableaux  relatifs  a  Tinfluence  de  la  temperature  sur 
le  bourgeonnement  et  la  formation  de  spores  (pages  76  et  83).  Mes 
analyses  nouvelles  ont,  comme  on  le  voit,  apporte  une  confirmation 
complete  de  la  doctrine  avancee  par  moi  auparavant  et  suivant  laquelle 
la  formation  des  spores  a  un  maximum  de  temperature  in- 
ferieur  a  celui  du  bourgeonnement,  et  elles  ont  en  outre  montr6 
que  le  minimum  de  temperature  de  la  sporulation  est  supe- 
rieur  a  celui  du  bourgeonnement.  Maintenant  que  les  analyses 
ont  ete  effectuees  sur  un  si  grand  nombre  d'especes  tres  differentes 
entre  elles,  ce  resultat  pent  etre  considere  comme  definitivement  etabli 
et  comme  s'appliquant  a  tous  les  Saccharomycetes. 

Une  difference  bien  prononc6e  apparait  de  meme  dans  les  rapports 
des  deux  fonctions  avec  I'oxygene,  en  ce  que  le  bourgeonnement  a 
lieu  meme  en  I'absence  d'oxygene  libre,  tandis  que  ce  n'est  pas  le  cas 
pour  la  sporulation.  Pour  cette  derniere  fonction,  la  presence 
d'oxygene  libre  est   une    condition    absolument   necessaire. 

Nous  avons  vu  que  les  cellules  vieilles  et  celles  qui  souffrent  de 
manque  de  nourriture,  par  exemple  par  suite  d'un  fort  lavage,  exigent 
a  cet  egard  particulierement  beaucoup  d'oxygene.  Les  cellules  qui  se 
trouvaient  dans  des  liquides  qui  ne  leur  fournissaient  pas  la  nourriture 
dont  elles  avaient  besoin  pour  pouvoir  continuer  a  bourgeonner,  ne 
developpaient  des  spores  que  lorsqu'on  leur  fit  affluer  de  I'air  ou  de 
I'oxygene  en  abondance;  autrement,  il  n'y  avait  point  dapparence  de 
sporulation.  G'est  I'oxygene,  et  non  pas  le  manque  de  nourri- 
ture, qui  provoquaitle  developpement  des  spores.  La  grande 
importance  qu'a  I'oxygene  pour  la  formation  des  spores  est  manifeste 
surtout  dans  les  experiences  pratiquees  dans  les  liquides. 

Nous  voila  ainsi  arrives  a  la  fin  de  ces  recherches  sur  les  rapports 
entre  le  bourgeonnement  et  la  sporulation  et  sur  les  conditions  aux- 
quelles  sont  soumises  ces  deux  fonctions  de  reproduction.  Quant  aux 
processus  qui  ont  lieu  dans  le  plasma  lui-meme  lorsque  la  cellule  quitte 
la  voie  du  bourgeonnement  pour  entrer  dans  celle  de  la  production  de 
spores,  nous  n'en  savons  encore  rien.  L'analyse  des  unites  du  plasma 
est  un  des  grands  problemes  qui  appartiennent  a  I'avenir.  II  est  fort 
probable  que  la  cellule  de  Saccharomyces  est  I'un  des  objets  se  pre- 
tant  le  mieux  aux  recherches  a  faire  dans  ce  sens;  mais,  en  ce  qui 
concerne  cette  question,  tout  est  encore  dans  I'obscurit^. 

Nous  sommes  arrives  a  connaitre  des  procedes  qui  nous  permet- 
tent  d'arreter  le  bourgeonnement  de  telle  fagon  qu^une  sporulation  puisse 
suivre,  et  nous  sommes  peu  a  peu  parvenus  a  voir  tellement  clair  dans 
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tout  ce  qui  concerne  Ics  conditions  dans  lesquelles  ces  deux  fonctions 
se  realisent  que  nous  sommes  a  meme  de  detacher  a  notre  gre  et  avec 
surete  Tune  de  I'autre  et  de  provoquer  celle  que  nous  desirous.  La 
cellule  de  Saccharomyces  se  prete  eminemment  a  I'elucidation  des  ques- 
tions telles  que  celles  que  nous  avons  traitees  dans  cette  section  et  qui 
ont  de  I'importance  pour  la  biologie  generale;  aussi,  meme  avec  les 
methodes  dont  nous  disposons  actuellement ,  ce  terrain  d'investigations 
reste-t-il  un  des  plus  feconds. 

2.  Levures  alcooliques  aux  cellules  ressemblant  aux  Saccharomyces. 

Sous  cette  designation  on  peut  comprendre  une  grande  serie  d'especes 
tres  diverses.  Plusieurs  d'entre  elles  ont  fait  Tobjet  de  recherches  ex- 
posees  dans  mes  memoires  precedents;  j'en  refererai  parliculierement 
a  celui  intitule  „ Action  des  ferments  alcooliques  sur  les  diverses  especes 
de  Sucre"   et  insere  dans  Pannee   1888  de  la  presente  serie.* 

La  Monilia  Candida  occupe  ici  une  place  a  part;  c'est  une  espece 
qui  dans  les  dernieres  annees  a  grandement  preoccupe  aussi  bien  des 
physiologistes  que  des  chimistes.  On  en  trouve,  dans  le  memoire  que 
je  viens  de  citer,  une  description  accompagnee  d'illustrations,  dont  I'une 
est  reproduite  a  la  page  suivante. 

Cette  figure  montre  qu'il  se  trouve  chez  cette  espece  un  mycelium 
type  (c).  En  fait  d'organes  de  reproduction,  elle  ne  developpe  pas 
seulement  des  conidies  de  cellule  de  levure  {a^  h,  e),  mais  encore  des 
oVdies  (d).  Quand  on  seme  les  cellules  de  levure  dans  du  mout  de 
biere  a  la  temperature  ordinaire  du  local  ou  a  25  ^C,  elles  se  multi- 
plient  pendant  les  premiers  temps  exclusivement  par  bourgeonnement, 
et  ce  n'est  que  plus  tard  qu'il  se  forme  un  mycelium.  Si  I'alimenta- 
tion  continue  a  etre  abondante,  ce  mycelium  peut  developper  des  co- 
nidies de  cellules  de  levure  ou  bien  se  diviser  en  articles,  a  I'exemple 
de  ce  qui  a  lieu  chez  le  genre  dit  Oidium.  Toutefois,  sous  ce  dernier 
rapport,  il  n'est  question  que  d'une  similitude  exterieure.  Les  oi'dies 
de  la  Monilia  Candida  germent  par  voie  de  bourgeonnement,  ceux  des 
especes  types  du  genre  Oidium,  par  exemple  de  TOidium  lactis,  par 
contre  par  un  tube  germinatif  (Voir  mon  memoire  sur  I'Oidium  lactis 
dans  ces  Gomptes-rendus  1879).  Les  remarques  que  je  viens  de  faire 
relative'ment  aux  differences  de  nature  morphologique,  s'appliquent  egale- 
ment  a  plusieurs  autres  cas,  ou  ce  ne  sont  que  des  analogies  exte- 
rieures  qui  font  qu'on  parle  d'oidies;  tel  est  aussi  le  cas  en  bacterio- 
logie.     La  morphologie  comparative  a  ici  un  probleme  a  resoudre. 

La  Monilia  Candida  est  du  nombre  des  levures  qui  recouvrent  ra- 
pidement   d'un    voile   la   surface   du   liquide   nutritif.     Je   fis   la   culture 
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Fig.  2.    Monilia  Candida. 
Grossissement  lineaire  de  1000  fois. 
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dans  des  flacons  Freudenreich  a  moitie  remplis  de  mout  de  biere;  le 
tube  du  capuchon  n'avait  pas  de  colon,  mais  etait  muni  d'un  d'autre 
tube  courbe.  Dans  ces  circonstances  les  temperatures  limites  pour  la 
Monilia  Candida  se  sont  trouvees  etre  de  42— 43^G.  et  de  6  — 4^C. 
Gette  espece  est  done  du  nombre  de  celles  qui  se  distinguent  par  une 
temperature  maxima  tres  elevee.  Toutefois,  elle  n'est  pas  capable  de 
developper  un  voile  pres  des  temperatures  limites,  mais  se  borne  alors 
a  continuer  sa  croissance  au-dessous  de  la  surface  du  liquide  nutritif. 
II  en  est  de  meme,  nous  Tavons  vu,  du  genre  de  Saccharomyces  et 
probablement  des  levures  alcooliques  en  general.  La  formation  de 
mycelium  est  assez  prononcee  aux  temperatures  basses,  tandis  que  dans 
le  voisinage  de  la  temperature  maxima  c'est  le  developpement  de  cel- 
lules de  levure  qui  prend  le  dessus.  Les  cellules  devenues  libres  ne 
font  pas  seulement  fonction  de  conidies,  mais  servent  egalement  a  la 
croissance  vegetative,  et,  inversement,  toute  cellule  de  la  vegetation  est 
en  etat  de  servir  a  la  propagation;  d'organes  de  reproduction  propre- 
ment  dits,  il  ne  s'en  trouve  point.  Gette  nature  double  est,  en  somme, 
propre  a  la  formation  de  cellules  de  levure,  quels  que  soient  les  cham- 
pignons chez  lesquels  elle  se  produise, 

Tant  chez  cette  espece  que  dans  celles  dont  je  vais  traiter  plus 
loin,  le  developpement  se  fait  avec  une  extreme  lenteur  aux  tempera- 
tures basses;  consequemment,  I'analyse  de  chaque  culture  a  du  em- 
brasser  plus  de  3 — 4  mois. 

Les  especes  de  Torula  apparliennent  egalement  au  groupe  dont 
nous  nous  occupons  ici.  Les  deux  suivantes  ont  egalement  ete  decrites 
et  illustrees  dans  mon  memoire  precite.  La  temperature  maxima  de 
celle  figuree  ci-apres  (Fig.  3)  est  de  36  — 37^G.,  sa  temperature  minima 
de  6  — 40G. 
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Fig.  3.   Torula. 

Levure  de  depot  prise  apres  24  heures  de  culture  en  mout  de  biere  a^S^G.envii'on. 

Grossissement  lineaire  de  1000  fois. 

Dans  Tespece  representee  dans  la  fig.  4 ,  ces  limites  sont  de 
38  — 39^G.  et  d'environ  ^/2^G.  Le  dispositif  des  experiences  etait  le 
meme  que  ci-dessus  mentionne. 

De  meme  que  dans  les  Saccharomycetes ,  nous  rencontrons  done 
egalement  dans  ce  groupe  de  champignons  des  especes  ayant  des  tem- 
peratures hmites  nettement  diff^rentes  pour  le  bourgeonnement. 
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Aussi  aux  temperatures  limites,  la  formation  seule  de  cellules  de 
levure  a  apparu  dans  les  Torula  examinees.  Ges  dernieres  n'ont  pas 
change  pendant  la  longue  serie  d'annees  au  courant   de  laquelle  je  les 
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Fig.  4.    Torula. 
Levure  de   depot  prise  apres  24  heures   de  culture  en  mout   de  biere  a  en- 
viron 25  °G. 
Grossissement  lin^aire  de  1000  fois. 

ai  examinees.  On  admet  generalement  que  les  Torula  ne  constituent 
que  de  simples  phases  evolutionnaires  de  champignons  superieurs;  s'il 
en  est  ainsi,  il  faut  des  conditions  speciales  de  culture,  inconnues  jiis- 
qu'a  ce  jour,  pour  les  ramener  a  leur  origine. 

3.    Oidium  lactis. 

Mes  recherches  anterieures  sur  cette  espece  se  trouvent  exposees  sur- 
tout  dans  les  deux  memoires  cites  au  chapitre  precedent.  Les  experiences 
furent  pratiquees  suivant  la  meme  methode  que  pour  la  Monilia  Candida 
et  les  Torula.  Ge  que  j'ai  dit  relativement  aux  rapports  entre  le  sy- 
steme  vegetatif  et  les  organes  de  reproduction  de  la  Monilia  Candida, 
s'applique  egalement  a  cette  espece:  elle  ne  presente  pas  de  difference 
morphologique  entre  les  hyphes  produisant  des  conidies  et  celles  for- 
mant  un  mycelium.  Dans  cette  espece  les  deux  categories  se  mon- 
trerent  aussi  aux  temperatures  limites.  De  meme  que  dans  les  especes 
prec6dentes,  la  formation  de  voile  s'arrete  un  peu  avant  que  le  deve- 
loppement  ait  atteint  sa  limite.  Dans  les  susdites  cultures  en  mout, 
la  temperature  maxima  est  pres  de  37^/2 ^G.,  la  temperature  minima 
au-dessous  de  ^/2^G.  Par  contre,  la  formation  de  voile  s'arrete  a 
36V2-37V2^G.  et  a  30G.  environ. 

4.    Mucor. 

Les  especes  appartenant  a  ce  genre  se  distinguent  par  la  diversite 
et  la  richesse  de  leurs  organes  de  reproduction:  on  peut  diviser  ceux-ci 
en  quatre  categories,  a  savoir  gemmes  (chlamydospores) ,  cellules  de 
levure,  sporanges  et  zygospores. 

7 


96 

Mes  experiences  furent  faites  sur  le  Mucor  racemosus,  espece  bien 
connue  depuis  longtemps,  ainsi  qu'avec  deux  especes  nouvelles  formant 
des  zygospores  et  dont  j'ai  appele  I'une  M.  alpinus  et  I'autre  M.  neg- 
lectus.  Ges  trois  especes  sont  des  representants  de  tous  les  caracteres 
morphologiques  qui  se  presentent  dans  ce  genre.  Le  M.  alpinus,  de 
meme  que  le  M.  racemosus,  forment  des  cellules  de  levure,  mais  il 
ne  produit  pas  d'invertine.  Le  M.  neglectus  ne  forme  pas  de  cellules 
de  levure  et  appartient,  de  meme  que  le  M.  racemosus,  au  petit  groupe 
du  genre  Mucor  qui  developpe  de  I'invertine ;  en  outre,  le  M.  neglectus 
est  le  type  de  tout  un  groupe  inconnu  jusqu'ici  qui  pendant  la  crois- 
sance  produit  des  matieres  d6gageant  des  odeurs  puantes.  Les  contri- 
butions apportees  a  la  physiologie  et  a  la  biologic  des  Mucorinees  par 
les  recherches  que  je  vais  developper,  contiennent  egalement  divers 
renseignements  sur  les  caracteres  des  especes  susnommees,  dont  je 
donnerai  d'ailleurs  une  description  d^taillee  dans  un  travail  ulterieur. 
Dans  mon  memoire,  cite  au  chapitre  precedent,  sur  Paction  des  fer- 
ments alcooliques  sur  les  diverses  especes  de  sucre,  on  trouve  aussi 
des  recherches  sur  le  M.  racemosus,  avec  des  renvois  a  la  bibliographic 
des  Mucorinees;  a  cet  egard,  je  me  refere  d'ailleurs  a  I'ouvrage  de 
Zopf  intitule  „Handbuch  der  Pilze"  et  au  traite  precite  de  Klebs: 
,Zur  Physiologie  der  Fortpflanzung  einiger  Pilze"  III. 

Quant  a  la  designation  „  formation  de  gemmes",  d'accord  avec  la 
plupart  des  savants  contemporains ,  je  I'ai  prise  dans  son  sens  le  plus 
etendu,  qui  la  fait  comprendre  les  divers  organes  appeles  aussi  oi'dies, 
gemmes  proprement  dites,  gemmes  myceliennes  et  chlamydospores. 
Au  point  de  vue  de  la  morphologic,  nous  ne  saurions  les  distinguer 
nettement  entre  eux. 

Les  gemmes  du  M.  neglectus  ne  produisent  pas  de  bourgeons, 
puisque,  comme  je  I'ai  deja  dit,  cette  espece  ne  possede  aucunement 
ce  mode  de  propagation;  mais,  par  centre,  il  se  trouve  dans  les  gem- 
mes des  deux  autres  especes.  Dans  tous  les  cas,  les  gemmes  ne  se 
developpent  qu'un  temps  plus  ou  moins  long  apres  que  la  formation 
du  mycelium  a  fait  son  apparition.  Elles  apparaissent  dans  toutes  les 
matieres  nutritives  ou  la  croissance  peut  avoir  lieu,  et  non  seulement 
a  I'interieur  de  la  substance,  mais  egalement  dans  les  myceliums 
aeriens;  il  n'est  pas  meme  rare  de  les  rencontrer  dans  les  branches 
sporiferes.  On  les  a  trouv^es  sur  du  pain,  dans  de  la  gelatine  pure, 
dans  de  la  gelatine  additionnee  d'eau  de  levure,  de  dextrine  ou  de 
differents  liquides  nutritifs  sacchariferes  (par  exemple  mout  de  bi^re  et 
de  vin),  sur  un  milieu  fortement  saccharifere  tel  que  la  gelatine  addi- 
tionnee de  40  pour  cent  de  saccharose,  et  aussi  dans  des  gelatines 
nutritives  additionnees  d'agar-agar,  ainsi  que  dans  lesdits  liquides  nutri- 
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tifs  eux-memes.  Elles  apparaissent  comme  des  membres  plus  ou  moins 
marques  du  systeme  de  vegetation,  et ,  se  detachant,  peuvent  devenir 
les  centres  de  formations  nouvelles ;  chez  les  especes  bourgeonnantes, 
elles  developpent  aussi  bien  des  tubes  germinatifs  que  des  cellules  de 
levure,  tandis  que  dans  les  autres  especes  elles  forment  seulement  des 
tubes  germinatifs.  Quant  a  I'influence  de  la  temperature  sur  les  quatre 
organes  de  reproduction,  on  en  parlera  dans  un  paragraphe  unique; 
voir  le  tableau  donn6  a  la  page   104. 

Les  cellules  de  levure  apparaissent  tantot  sous  forme  d'un  deve- 
loppement  direct  de  la  spore  de  sporange,  tantot  par  un  bourgeonne- 
ment  des  gemmes  et  des  cellules  normales  de  mycelium.  Les  spores 
chez  les  especes  bourgeonnantes  ont,  a  I'instar  des  gemmes,  la  faculte 
de  developper  tant  des  tubes  germinatifs  que  des  cellules  de  levure,  et 
une  seule  et  meme  spore  pent  meme  developper  simultan^ment  les 
uns  et  les  autres.  Ces  cellules  de  levure  ont  re^u  des  noms  sp6ciaux: 
on  les  appelle  tantot  d'apres  leur  forme:  „ levure  spherique",  tantot 
d'apres  le  nom  generique  des  champignons  qui  les  produisent:  ^levure 
de  Mucor";  dans  le  present  travail  on  se  sert  de  I'appellation  commune 
,  cellule  de  levure «. 

Nous  sommes  ici  en  presence  d'un  phenomene  qui  depuis  long- 
temps  a  attire  I'attention  des  savants,  qui  ont  emis  des  opinions  diffe- 
rentes  sur  les  conditions  auxquelles  il  doit  son  apparition.  On  a  no- 
tamment  mis  en  avant  deux  manieres  principales  de  voir  la  chose. 
Suivant  I'une,  ladite  formation  tiendrait  a  ce  que  le  developpement  a 
lieu  dans  un  milieu  nutritif  fermentescible  prive  d'air;  d'apres  I'autre, 
ce  serait  I'acide  carbonique  qui  agirait  sur  les  cellules.  A  proprement 
parler,  on  n'a  pas  fait  d'experiences  veritables  pour  elucider  la  question. 
Dans  le  m6moire  cite  plus  haut:  „ Action  des  ferments  alcooliques  sur 
les  diverses  especes  de  sucre" ,  j'ai  communique  I'observation  que 
j'avais  faite  sur  certaines  especes  qu'elles  etaient  susceptibles  de  deve- 
lopper des  cellules  de  levure  et  des  gemmes  dans  des  milieux  nutritifs 
non  sacchariferes ,  par  consequent  sous  des  conditions  ou  aucune  fer- 
mentation alcoolique  n'a  lieu.  Gette  observation  semble  avoir  passe 
inaperque.  Dans  ce  qui  suit,  je  decrirai  des  experiences  nouvelles  et 
entreprises,  en  vue  d'eclaircir  les  questions  dont  il  s'agit,  sur  les  deux 
especes  Mucor  racemosus  et  M.   alpinus. 

Je  mentionnerai  d'abord  mes  experiences  sur  le  M.  racemosus. 
Pour  faire  celles-ci,  je  me  suis  servi  des  ballons  Pasteur  a  deux  cols. 
Dans  la  premiere  serie,  je  remplis  quelques-uns  de  ceux-ci  d'eau  de 
levure  ordinaire,  d'autres  du  meme  liquide  additionn^  de  10  pour  cent 
de  dextrose ;  la  semence  etait  des  spores  proveiiant  d'une  vegetation 
jeune  et  vigoureuse,    et   la   temperature  de  I'experience  etait  de  25  ^C. 
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Apres  8  jours  de  repos,  je  ne  constatai  dans  I'eau  de  levure  que  le 
developpement  d'un  mycelium  normal  sans  corpuscules  reproducteurs. 
Au  bout  de  3  mois,  beaucoup  d'hyphes  contenaient  une  abondante 
formation  de  gemmes;  les  autres  corpuscules  reproducteurs  n'apparu- 
rent  point.  Dans  les  ballons  qui,  outre  I'eau  de  levure,  contenaient  en 
meme  temps  du  dextrose,  il  se  developpa  non  seulement  une  vigoureuse 
formation  mycelienne,  mais  encore  des  gemmes  el  quelques  cellules 
de  levure.  Dans  ce  cas  ce  fut  consequemment  le  sucre  qui  determinait 
la  formation  des  cellules  de  levure. 

Dans  la  seconde  s6rie  de  ces  essais,  le  liquide  elait  sature  d'azote 
libre  d'oxygene,  et  les  ballons  etaient  egalement  remplis  du  meme  gaz. 
Au  reste,  quant  au  dispositif  des  experiences,  voir  la  description  que 
j'en  ai  donnee  en  parlant  du  genre  Saccharomyces.  Apres  5  jours  de 
repos  a  25^  C,  je  ne  pouvais  encore  decouvrir  aucun  signe  de  ger- 
mination dans  la  solution  pure  d'eau  de  levure,  tandis  que  dans  cette 
solution  additionnee  de  10  p.  c.  de  dextrose  il  se  forma  au  contraire 
rapidement  une  quantite  abondante  de  cellules  de  levure,  et  rien  de 
plus.  En  introduisant  de  Pair  atmospherique  ou  de  I'oxygene  dans  les 
ballons  contenant  la  solution  pure  d'eau  de  levure,  j'y  trouvai  egale- 
ment apres  2  jours  un  fort  developpement;  mais  les  spores  ne  ger- 
maient  que  par  un  tube  germinatif  et  developpaient  seulement  du  my- 
celium. Get  essai  montre  que,  pour  pouvoir  germer  dans  de  I'eau  de 
levure,  les  spores  exigent  de  I'oxygene  libre,  et,  de  plus,  que  I'oxygene 
contenu  dans  le  plasma  des  spores  semees  n'y  suffisait  que  quand  le 
liquide  contenait  du  sucre.  Alors  les  spores  formaient  des  cellules  de 
levure,  et,  de  meme  que  dans  nos  experiences  sur  les  Saccharomyces, 
ces  dernieres  se  propageaient  dans  des  circonstances  ou  I'oxygene  libre 
ne  pouvait  etre  demontre.  Cette  partie  de  la  seconde  serie  d'experi- 
ences  se  distingue  de  la  partie  correspondante  de  la  premiere  en  ce 
que  Pair  atmospherique  etait  exclu;  c'est  done  la  qu'il  faut  chercher 
la  raison  pour  laquelle  il  ne  se  developpe  pas  autre  chose  que  des 
cellules  de  levure. 

J'ai  fait  une  experience  analogue  dans  du  mout  de  biere  contenant 
de  I'azote  libre  d'oxygene.  Dans  ce  cas  les  spores  formerent  Egalement 
des  cellules  de  levure,  et  uniquement  celles-ci. 

Si  dans  ces  cultures,  qui  pr6sentent  un  si  luxuriant  developpement 
de  cellules  de  levure,  nous  faisons  affluer  de  I'oxygene  ou  de  Pair  at- 
mospherique, le  developpement  prend  une  autre  direction:  le  bour- 
geonnement  s'arrete,  les  cellules  de  levure  developpent  des  tubes  ger- 
minatifs,  et  une  formation  de  mycelium  commence.  Si  des  le  debut 
de  nos  experiences  nous  faisons  affluer  une  abondante  quantite  d'air 
dans  les  liquides  sacchariferes  qui   renferment   les   vegetations    etudiees, 
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le  developpement  de  mycelium  s'accroit  egalement  au  point  de  prendre 
le  dessus.  II  ressort  de  ces  experiences  que  dans  les  circonstances 
indiquees  la  formation  de  cellules  de  levure  depend  de 
I'absence  de  Toxygene,  et  qu'elle  n'est  point  due  a  Tac- 
tion directe  de  I'acide  carbonique. 

Si  I'acide  carbonique  6tait  la  condition  determinante ,  les  spores 
introduites  dans  I'eau  de  levure  saturee  de  ce  gaz  et  isol6e  avec  lui 
devaient  egalement  former  des  cellules  de  levure;  mais  tel  n'est  point 
le  cas :  la  germination  ne  se  produit  aucunement.  D'autre  part,  aussi- 
tot  que  nous  faisons  affluer  un  peu  d'air,  la  germination  commence; 
mais  les  spores  emettent  des  tubes  germinatifs  et  ferment  du  mycelium, 
mais  point  de  cellules  de  levure;  c'est  que  I'autre  facteur:  le  sucre, 
fait  defaut.  Toutes  ces  experiences  nous  apprennent  que  ce  n'est 
pas  I'acide  carbonique  qui  determine  la  formation  des  cellules  de  levure. 
La  valeur  que  I'acide  carbonique  contenu  dans  les  liquides  qui  fermentent 
pent  avoir  pour  le  developpement  des  cellules  de  levure  chez  le  Mucor 
racemosus ,  se  borne  a  ce  qu'il  forme  un  barrage  a  I'oxygene.  C'est 
pourquoi,  quand  il  s'agit  d'obtenir  une  vegetation  de  cellules  de  levure 
sans  cellules  myceliennes,  on  y  parvient  simplement  en  pratiquant  la 
culture  dans  des  matras  suffisamment  remplis  de  mout  de  biere  a 
travers  lequel  on  conduit  de  I'acide  carbonique. 

De  la  nous  passons  a  la  seconde  espece  formant  des  cellules  de 
levure:  le  Mucor  alpinus.  Chez  celle-ci,  la  formation  de 
cellules  de  levure  n'est  pas  deter minee  par  la  presence 
du  Sucre  dans  le  liquide  nutritif  en  question;  car  elle  se  produit 
egalement  dans  une  solution  artificielle  telle  que  celle-ci: 

Peptone 1  ^/o 

Phosphate  primaire  de  potassium 0,3  ^/o 

Sulfate  de  magnium 0,5  Vo 

Eau 98,2  Vo 

et  dans  de  I'eau  de  levure,  c'est-a-dire,  dans  des  liquides  oil  nous  ne 
sommes  pas  en  etat  de  demontrer  la  presence  de  sucre.  Geci  nous 
fournit  un  caractere  nouveau  permettant  d'etablir  des  groupes  d'es- 
peces  dans  le  genre  Mucor.  Une  addition  de  maltose ,  de  dextrose 
ou  de  saccharose  aux  liquides  susnommes,  favorise  la  formation  des 
cellules  de  levure,  mais  n'est  nullement  necessaire  a  cela. 

Soit  que  nous  fassions  la  culture  dans  I'un  ou  dans  I'autre  des 
milieux  nutritifs  mentionnes  ci-dessus,  on  pent  dire  en  v^rite  que  les 
cellules  de  levure  se  developpent  en  I'absence  de  Pair;  pour  la  forma- 
tion myc^henne,  c'est  le  contraire  qui  est  vrai.  La  condition  generale 
de   la   formation    des    cellules   de   levure,    ce    n'est   pas  la  presence  du 
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Sucre,  mais  I'absence  de  Pair,  de  I'oxygene  libre,  survenant  dans  les 
cultures.  Le  sucre  ne  constitue  qu'une  condition  speciale  pour  le 
M.  racemosus  et  les  especes  apparentees  a  celle-ci.  Dans  les  liquides 
mentionnes  non  sucres,  cette  espece  developpe,  par  contre,  non  seule- 
ment  des  gemmes,  mais  encore  des  sporanges.  Chez  le  M.  alpinus 
les  zygospores  comme  tous  les  autres  organes  de  reproduction  apparais- 
sent  dans  ces  circonstances. 

Si  nous  avons  soin  que  Pair  n'ait  pas  acces  a  nos  cultures,  nous 
pouvons  continuer  la  formation  des  cellules  de  levure,  pour  ainsi  dire, 
a  rinfini.  G'est  ainsi  que  j'ai  cultive  le  M.  racemosus  durant  plus  de 
9  mois  dans  des  matras  contenant  du  mout  de  biere  frequemment  re- 
nouvele.  Aussitot  que  j'ai  fait  affluer  abondamment  Pair  atmospherique, 
la  formation  mycelienne  a  completement  pris  le  dessus.  En  ceci,  les 
cellules  de  levure  du  Mucor  se  distinguent  d'une  maniere  frappante  de 
celles  du  Saccharomyces.  Chez  le  Mucor  la  formation  de  cellules  de 
levure  se  trouve  encore  a  son  debut;  chez  plusieurs  especes  elle  est 
totalement  absente,  et  la  oil  elle  existe,  elle  n'a  pas  pris  un  develop- 
pement  comme  chez  les  Saccharomyces.  G'est  dans  les  conditions  nor- 
males  d'existence  qu'il  est  plus  facile  aux  especes  de  Mucor  de  pro- 
duire  le  mycelium  que  les  cellules  de  levure,  tandis  que  pour  les 
Saccharomyces  c'est  Tinverse  qui  a  lieu.  Ghacun  de  ces  genres  a  une 
direction  principale  qui  lui  est  propre. 

Les  gemmes  et  les  cellules  de  levure  du  Mucor  ne  forment,  pen- 
dant des  periodes  plus  ou  moins  longues,  que  des  echelons  de  revolu- 
tion vegetative  et  ne  se  distinguent  que  tres  peu  des  cellules  myceliennes 
proprement  dites.  Ge  que  j'ai  dit  au  chapitre  premier  de  la  nature 
proteVque  de  la  cellule  de  levure  du  genre  Saccharomyces  et  de  ses 
caracteres  morphologiques  en  general,  s'applique  d'une  maniere  generale 
aussi  a  la  cellule  de  levure  du  Mucor;  seulement,  il  faut  remarquer 
que  tous  les  essais  que  j'ai  faits  pour  amener  celle-ci  a  developper  des 
spores  dans  son  interieur,   ont  constamment  echoue. 

D'autre  part,  le  sporange  et  la  zygospore  sont  des  corpuscules 
reproducteurs  ayant  une  evolution  a  part  et  un  caractere  morphologique 
bien  accuse;  en  meme  temps,  I'un  et  I'autre,  en  opposition  avec  les 
cellules  de  levure,  sont  des  types  a^riens  bien  prononces.  Les  gem- 
mes, comme  nous  I'avons  vu,  tiennent  le  milieu  entre  les  deux;  elles 
sont  de  nature  amphibienne  et  paraissent  aussi  bien  dans  Pair  que  dans 
des  liquides. 

Pour  que  les  sporanges  et  les  zygospores  puissent  se  former,  il 
faut  que  le  d^veloppement  ait  lieu  sur  un  milieu  solide,  ou,  s'il  a  lieu 
dans  un  liquide,  la  vegetation  doit  pouvoir  s'^lever  jusqu'a  la  surface 
et   former   ici   une   couche   solide   d'oia   les    branches    myceliennes    qui 
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doivent  d^velopper  lesdits  organes  puissent  s'elever  dans  I'air.  Quand 
la  vegetation  se  trouve  dans  d'epaisses  couches  de  liquide,  il  est  en 
somme  extremement  difficile  pour  la  plupart  des  especes  d'arriver  a 
ce  developpement.  Dans  les  liquides  nutritifs  sucres  I'acide  carbonique 
developpe  au  cours  de  la  fermentation  fera  monter  le  mycelium  jusqu'a 
la  surface;  ainsi,  dans  ces  conditions  la  fermentation  aide  aux  efforts 
de  Tespece  pour  former  lesdits  organes  de  reproduction.  S'il  se  trouve, 
dans  le  liquide  fermentescible,  de  la  terre,  des  parties  de  vegetaux  ou 
d'autres  particules,  il  devient  encore  plus  facile  pour  le  mycelium  de 
former  le  fondement  convenable  du  developpement  du  sporange  et  de 
la  zygospore.  Toutefois,  pour  que  la  fermentation  n'entrave  pas  ladite 
Evolution,  il  faut  que  les  conditions  soient  telles  que  I'acide  carbonique 
developpe  vienne  a  etre  elimine.  Du  reste,  dans  la  nature  libre  il 
arrivera  assez  rarement  que  les  cellules  se  trouvent  dans  des  couches 
epaisses  de  liquide  saccharifere. 

Le  sporange  apparait  facilement  sur  tons  les  milieux  ci-dessus 
mentionnes.  Son  developpement  exige  une  affluence  abondante  d'air 
humide  et,  pour  que  cet  organe  puisse  se  developper  vigoureusement, 
il  est  necessaire  que  la  temperature  soit  assez  elevee. 

La  zygospore,  on  le  sait,  prend  naissance  par  le  fusionnement  de 
deux  cellules;  on  congoit  generalement  ce  fusionnement  comme  un 
processus  sexuel,  mais  on  pent  cependant  aussi  I'expliquer  d'une  autre 
faqon.  D'ailleurs,  de  telles  spores  apparaissent  souvent  sans  Tinter- 
vention  d'un  pareil  fusionnement,  et  on  les  appelle  alors  nazygospores". 
Dans  la  suite  je  me  servirai  de  la  designation  zygospores  pour  I'un  et 
r autre  cas. 

La  plupart  des  especes  de  Mucor  ne  forment  point  du  tout  de 
zygospores  dans  nos  essais  de  laboratoire,  de  quelque  faqon  que  nous 
ayons  varie  la  culture.  Geci  est  vrai  ordinairement  meme  pour  les 
essais  faits  avec  des  especes  telles  que  le  Mucor  Mucedo  et  d'autres, 
chez  lesquelles  on  a  cependant  parfois  observe,  et  comme  par  hasard, 
la  formation  de  zygospores.  Cependant  les  conditions  nous  sont  dans 
tous  ces  cas  restees  inconnues  jusqu'a  ce  jour.  Comme  Brefeld  I'a 
signale  dernierement  (Jahresber.  der  schles.  Gesellsch.  f.  vaterland. 
Gultur.  Decembre  1900),  il  ne  se  trouve  parmi  les  nombreuses  Mucori- 
n6es  examinees  jusqu'ici  qu'une  seule  —  savoir  la  Sporodinia  grandis  — 
chez  laquelle  la  formation  de  zygospores  se  presente  presque  avec  la 
meme  regularite  et  avec  la  meme  frequence  que  les  autres  organes 
de  reproduction.  Chez  les  autres  especes  il  la  trouva  tres  rarement 
ou  point  du  tout.  Klebs  et  Falck  sont  arrives  au  meme  resultat. 
Nombre  de  mycologues  ont  6tudi^  les  Mucorinees  durant  de  tongues 
annees  sans  observer  une  seule  fois  la  formation  de  zygospores. 


102 

On  pourrait  en  consequence  etre  porte  a  croire  —  et  c'est  une 
opinion  que  Ton  a  emise  comme  vraisemblable  —  que  la  formation 
de  zygospores  etait  sur  le  point  de  disparaitre.  Au  cours  de  mes  re- 
cherches  sur  la  circulation  des  microorganismes  dans  la  nature,  je  fis 
Tobservation  que  ladite  formation  se  produit  tout  au  con- 
traire  constamment  et  vigoureusement  dans  la  nature,  et 
que  le  sol  est  le  lieu  oii  Ton  pent  toujours  trouver  des 
especes  formant  des  zygospores.  En  effet,  j'ai  pu  en  constater 
la  presence  non  seulement  dans  les  echantillons  provenant  des  environs 
de  Gopenhague,  mais  encore  dans  ceux  recoltes  dans  les  montagnes, 
au  Culm  du  Blocksberg  et  en  d'autres  endroits  du  Harz,  comme  aussi 
dans  les  Alpes,  ou  j'ai  pris  des  Echantillons  un  peu  au-dessous  de  la  region 
des  neiges.    Le  M.  alpinus  provient  des  Alpes,  le  M.  neglectus  du  Harz. 

Quant  aux  conditions  generales  de  la  formation  des  zygospores, 
on  pent  dire  qu'elles  sont  en  general  analogues  a  celles  que  j'ai  enu- 
m^rees  plus  haut  en  parlant  de  la  formation  des  sporanges;  cependant 
les  zygospores  exigent  encore  plus  d'air  que  les  sporanges. 

II  presente  un  certain  interet  de  considerer  I'ordre  suivant  lequel 
les  organes  reproducteurs  apparaissent ;  dans  ce  but,  nous  examinerons 
d'abord  les  vegetations  formees  par  nos  trois  especes  dans  le  mout  de 
biere  a  25  ®G.  Les  spores  qui  germent  par  des  tubes  germinatifs,  com- 
mencent  d'abord  par  former  un  mycelium  dans  ce  'liquide;  ensuite 
vient  la  formation  des  gemmes  et,  chez  les  especes  bourgeonnantes, 
presque  simultanement  la  formation  des  cellules  de  levure.  Les  spores 
de  ces  dernieres  especes  peuvent  aussi,  on  se  le  rappelle,  entrer  im- 
m6diatement  dans  la  voie  du  bourgeonnement,  et  dans  ce  cas  revolu- 
tion commence  par  consequent  par  la  formation  de  cellules  de  levure. 
En  tous  cas,  le  sporange  et  la  zygospore  viennent  en  dernier  lieu. 
Pour  ces  deux  organes  de  reproduction,  I'ordre  alterne  selon  les  especes. 
Chez  le  M.  alpinus  les  sporanges  se  developpent  avant  les  zygospores, 
tandis  que  chez  le  M.  neglectus  c'est  le  contraire  qui  a  lieu.  Un 
milieu  favorable  au  developpement  de  sporanges  et  de  zygospores  sont 
de  minces  couches  de  gelatine  au  mout  de  biere  ou  de  cette  sub- 
stance additionnee  d'agar-agar,  exposees  a  une  temperature  de  25  °G. 
Dans  ces  conditions  le  M.  alpinus  forme  de  nombreux  sporanges  au 
bout  de  3  jours,  mais  pas  encore  de  zygospores ;  celles-ci  ne  se  mon- 
trerent  que  1  ou  2  jours  plus  tard.  Par  contre,  chez  le  M.  neglectus 
j'ai  trouv6  d^ja  apres  2  a  3  jours  un  riche  developpement  de  zygo- 
spores, tandis  que  les  sporanges  n'apparurent  que  2  jour  apres. 

Aussi  bien  que  la  formation  de  gemmes  et  de  cellules  de  levure, 
le  mycelium  peut  egalement  se  developper  a  I'infini  sans  que  les  or- 
ganes sup6rieurs  de  reproduction  se  presentent;    en    ce  sens.    Tune  de 
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ces  formes  d'evolution  ne  depend  pas  de  I'autre.  J'ai  deja  mentionn6 
dans  ce  qui  precede  que  durant  plus  de  9  mois  j'ai  fait  engendrer  des 
cellules  de  levure  en  renouvelant  frequemment  le  liquide  nourricier,  et 
qu'au  moment  oil  I'essai  fut  interrompu  la  formation  de  sporanges 
apparut  immediatement  avec  la  force  ordinaire ,  comme  s'il  ne  s'etait 
produit  rien  de  particulier. 

La  formation  de  gemmes  est  fortement  developpee  chez  les  trois 
especes  qui  nous  occupent,  et  chez  deux  d'entre  elles  en  meme  temps 
la  formation  des  cellules  de  levure.  Qu'il  y  ait  un  developpement  un 
peu  plus  fort  ou  un  peu  plus  faible  des  organes  inferieurs  de  repro- 
duction, ne  semble  pas  avoir  une  influence  sur  le  developpement  des 
organes  superieurs.  La  consideration  de  nos  trois  especes  parait  indi- 
quer  que  dans  les  rapports  entre  la  formation  des  sporanges  et  celle 
des  zygospores  il  y  a  lutte  pour  la  place  et  pour  les  conditions  de  la 
vie.  C'est  un  fait  egalement  connu  pour  les  autres  Champignons  que 
les  Mucorinees  peuvent,  elles  aussi,  etre  dirigees  dans  des  directions 
exclusives  d'evolution,  de  sorte  que  dans  I'un  cas  c'est  la  formation 
de  sporanges,  dans  I'autre  celle  de  zygospores  qui  predomine.  Sous 
ce  rapport,  les  M.  racemosus  et  M.  neglectus  forment  les  points  ex- 
tremes; la  premiere  de  ces  deux  especes  produit  tres  vigoureusement 
des  sporanges,  mais  d'un  autre  cote  elle  est  en  meme  temps  du  nom- 
bre  de  celles  que  nous  ne  pouvons  pas  amener  a  developper  une  seule 
zygospore;  la  seconde,  par  contre,  se  distingue  par  son  abondante  for- 
mation de  zygospores,  mais  ne  produit  que  peu  de  sporanges.  Au 
milieu  se  trouve  le  M.  alpinus. 

Enfin  nous  considererons  les  recherches  relatives  a  I'influence  de 
la  temperature.  Dans  ces  experiences  j'ai  pris  comme  semence  des 
spores  provenant  de  vegetations  jeunes  et  vigoureuses;  le  milieu  nour- 
ricier etait  de  la  gelatine  au  mout  de  biere  et  additionnee  d'agar-agar, 
en  couches  minces,  et  du  mout,  par  couches  en  partie  minces,  en 
partie  epaisses;  I'une  et  I'autre  substance  etaient  renfermees  dans 
des  flacons  Freudenreich ;  le  tube  du  capuchon  de  ceux-ci  n'avait  pas 
de  coton,  mais  etait  prolonge  par  un  tube  courbe.  Je  pris  soin  que 
dans  I'etuve  il  se  trouvat  une  temperature  constante  et  de  I'air  humide. 
Le  but  est  de  faire  les  experiences  sous  les  conditions  les  plus  favo- 
rables  au  developpement  des  organes  en  question.  Pour  le  mycelium 
et  pour  les  cellules  de  levure,  ces  conditions  sont  a  un  degre  eminent 
presentes  dans  le  mout  de  biere,  et  il  en  est  de  meme  pour  cette  for- 
mation de  chlamydospores  qui  se  produit  ici  chez  les  especes  bourgeon- 
nantes  et  que  Ton  a  parfois  d§nommee  gemmulation  mycelienne.  Sur 
le  milieu  solide,  les  conditions  sont  au  contraire  particulierement  favo- 
rables  aux  organes  superieurs  de  reproduction   et   egalement  a  la   pro- 
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duction  de  gemmes.  particulierement  pour  la  forme  qui  parfois  s'ap- 
pelle  gemmes  ou  chlamydospores  proprement  dites.  Les  cultures  dans 
ces  deux  substances  se  suppleent  mutuellement.  Pour  que  les  zygo- 
spores et  les  sporanges  puissent  se  produire.  il  faut  qu'un  mycelium 
aerien  se  developpe.  II  n'en  apparait  ordinairement  pas  quand  le  milieu 
nourricier  est  convert  d'eau,  meme  quand  il  n'y  a  qu'une  couche  fort 
mince.  Voila  de  quoi  il  faut  se  rendre  bien  compte  dans  ces  experi- 
ences. De  plus,  il  faut  aussi  se  rappeler  que  les  quatre  categories 
d'organes  de  reproduction  apparaissent  dans  des  temps  diflferents,  et 
qu'aux  temperatures  limites  il  pent  y  avoir  de  longs  intervalles  entre 
leur  apparition.  Aux  temperatures  elevees.  la  culture  se  fit  dans  le 
courant  de  3  semaines;  mais  aux  temperatures  basses  il  fallut  plus  de 
5  mois.  II  va  sans  dire  que  pour  ces  recherches  on  se  sert  du  micro- 
scope, et  pour  les  zygospores  en  outre  d'une  loupe.  Quand  les  zygo- 
spores sont  rares,  on  ne  pent  souvent  les  decouvrir  qu"a  I'aide  de  ce 
dernier  instrument.  Du  moins  pour  la  recherche  prealable.  la  loupe 
est  de  beaucoup  preferable  au  microscope. 

Ci-dessous  le  tableau  des  resultats  qu"ont  donnes  mes  analyses: 


Maximum  de  temperature     Minimum  de  temperature 


M  u  c  o  r  r  a  c  e  111  o  s  u  s : 

Mycelium 

Cellules  de  levure  . 

Gemmes 

Sporanges 

Mucor  alpinus: 

Mycelium 

GeUules  de  levure  . 

Gemmes 

Sporanges 

Zygospores 

Mucor  neglectus: 

Mycelium 

Gemmes 

Sporanges 

Zygospores 


r 

Gelatine  au 

Gelatine  au 

ti 

1  Mout  de  biere  i 

mout  de  biere 
et  additionn6e 

Mout  de  biere 

mout  de  biere 
et  additionnee 

1 

d"agar-agar 

d'agaj-agar 

'   32— 330  c. 

32— 33«C. 

< 

V?°G. 

Vs^C. 

32°  - 

32°  - 

1 

i 

32°  - 

32°  - 

Vt°  - 

1 

31—32°  - 

3— V2°  - 

29-31°  - 

29—31°  - 

V2°   - 

v.<»  - 

29-31°  - 

29-30°  - 

Vj°  - 

Vi°  - 

29-31°  - 

29—30°  - 
27°  - 

V8°    - 

Vs°  - 

1— V3°    - 

1! 

25-26°  - 

i 

3°  - 

! 
33°  - 

33°  - 

3°  - 

3°  - 

3(.>— 31°  - 

32°  - 
29°  - 

3 

-4°  - 

3—4°  - 
3—4°  - 

32°  - 

32»  - 

3— i°  - 

Ghacune   des   especes    avait   dans   ces    deux  substances  les  memes 
temperatures    limites    pour    la    croissance    vegetative.      La    temperature 
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maxima  la  plus  61evee  etait  de  33°  C,  la  temperature  minima  la  plus 
basse,  de  ^/2°  G.  En  comparant  les  especes,  nous  trouvons,  comme 
nous  devious  nous  y  attendre,  que  leurs  temperatures  limites  forment 
des  caracteres  capables  de  servir  a  les  distinguer  entre  elles. 

Les  formations  de  gemmes  et  de  cellules  de  levure,  peuvent  se 
presenter  aux  temperatures  limites  pour  le  d^veloppement  v^getatif  ou 
dans  le  voisinage  de  ces  temperatures:  c'est  que,  en  effel,  ces  forma- 
tions se  rapproctient  beaucoup  du  systeme  vegetatif.  Toutefois,  la  for- 
mation de  cellules  de  levure  chez  le  M.  racemosus  ne  .iemble  pas  avoir 
lieu  aux  temperatures  les  plus  basses:  en  tout  cas,  dans  une  asgez 
grande  serie  de  cultures,  je  n'ai  pu  les  observer  a  des  temperatures  in- 
ferieures  a  6°G.  En  somme,  il  existe  une  grande  irregularite  dans 
I'apparition  des  gemmes  et  des  cellules  de  levure  pres  des  tempera- 
tures limites,  et  cela  a  lieu  aussi  bien  du  cote  des  maxima  que  de 
celui  des  minima.  II  arrive  souvent  que  les  organes  de  reproduction 
proprement  dits:  sporanges  et  zygospores,  se  sont  developpes  ici  sans 
signe  apparent  que  les  chlamydospores  et  les  cellules  de  levure  allaient 
apparaitre. 

Pour  toutes  les  trois  especes,  la  temperature  maxima 
pour  la  formation  des  sporanges  et  des  zygospores  est  un 
peu  inferieure  a  la  temperature  maxima  de  la  croissance 
vegetative,  de  sorte  qu'il  y  a  concordance  avec  les  observations  que 
j'ai  faites  anterieurement  sur  d'autres  champignons.  La  temperature 
minima  pour  les  deux  organes  susnommes  chez  le  Mucor  neglectus  est 
tres  rapprochee  de  la  temperature  minima  de  la  croissance  vegetative, 
tandis  que  pour  les  deux  autres  especes  il  se  manifeste  sous  ce  rap- 
port une  difference  nettement  prononcee.  En  ce  qui  concerne  les 
relations  entre  les  temperatures  limites  des  organes  supe- 
rieurs  de  reproduction,  le  tableau  montre  que  ces  re- 
lations alternent  selon  les  especes.  La  formation  de  spo- 
ranges chez  le  M.  alpinus  a  une  temperature  maxima  supe- 
rieure  a  celle  des  zygospores,  tandis  que  chez  le  M.  neg- 
lectus c'est  rinverse  qui  a  lieu. 

Les  tableaux  donnent  un  aperqu  de  mes  experiences  principales; 
a  cote  de  celles-ci,  j'ai  egalement  fait  des  essais  avec  les  trois  especes 
sur  du  mout  de  biere  additionne  de  14  pour  cent  de  gelatine,  mais 
seulement  aux  temperatures  basses,  puisque  cette  substance  se  fond  aux 
temperatures  plus  elevees,  —  et  avec  les  M.  racemosus  et  M.  alpinus 
sur  du  pain  de  seigle  presque  aux  memes  temperatures  que  celles  indi- 
quees  dans  le  tableau.  Le  pain  se  prete  moins  bien  a  des  expe- 
riences principales,  parce  que,  surtout  aux  hautes  temperatures,  la  for- 
mation de  zygospores  ne  se  produit   pas  ici  avec  vigueur.     La  gelatine 
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au  mout  de  biere  fut,  de  meme  que  le  mout  de  biere  additionne  non 
seulement  de  gelatine  mais  encore  d'agar-agar,  place  par  minces  cou- 
ches dans  les  flacons  mentionnes.  Le  pain  remplissait,  par  contre,  un 
quart  du  flacon.  Au  reste,  ces  essais  furent  realises  suivant  le  meme 
procede  que  ceux  exposes  pr§cedemment. 

Sur  le  pain,  la  croissance  vegetative  des  M.  racemosus  et  M.  alpinus 
eut  une  temperature  maxima  un  peu  plus  basse  que  sur  la  gelatine  au 
mout  additionnee  d'agar-agar  et  dans  le  mout,  mais  la  meme  temperature 
minima,  savoir  ^/2^  G.  Le  minimum  de  temperature  pour  le  developpe- 
ment  de  ces  deux  especes  sur  la  gelatine  au  mout  se  trouve  6galement 
etre  de  ^/2^  G.  Le  M.  neglectus,  sur  la  gelatine  au  mout  avait  sa  limite 
minimum  a  3^G.  Par  consequent,  cette  espece,  elle  aussi,  avait  ici  le 
meme  minimum  de  temperature  que  sur  la  gelatine  au  mout  additionnee 
d'agar-agar  et  dans  le  mout.  Les  enonces  derives  de  mes  experiences 
avec  la  gelatine  au  mout  additionnee  d'agar-agar  et  avec  le  mout, 
furent  confirmees  par  les  essais  fails  avec  le  pain  et  avec  la  gelatine  au 
mout.  Le  resultat  le  plus  important  apportes  par  ces  der- 
niers  fut  qu'ici  il  se  manifesta  encore  plus  clairement  que 
dans  la  premiere  serie  que  les  organes  superieurs  de  re- 
production peuvent  dans  certaines  conditions  de  culture 
se  developper  au  minimum  de  temperature  pour  la  crois- 
sance vegetative.  Ainsi,  dans  les  cultures  faites  sur  le  pain,  les 
M.  racemosus  et  M.  alpinus  avaient  une  temperature  minima,  tant  pour 
la  formation  des  sporanges  que  pour  celle  du  mycelium,  d'environ 
^/2^G.,  et  il  en  etait  de  meme  pour  la  derniere  espece  dans  la  culture 
sur  la  gelatine  au  mout. 

Les  temperatures  limites  de  la  croissance  vegetative  et  du  deve- 
loppement  du  sporange  chez  le  M.  racemosus  ont  aussi  6te  determinees 
par  Klebs  et  enregistrees  dans  son  travail  cite  plus  haut.  Get  auteur 
trouva  que  pour  la  croissance  la  temperature  maxima  est  de  32  —  33^  G. 
et  la  temperature  minima  de  4 — 5^G. ,  et  que  pour  la  formation  des 
sporanges  le  maximum  de  temperature  se  trouve  etre  30 — 31^,  le 
minimum  de  6  — 7^G.  Gomme  milieu  nutritif  il  employa  du  mout  de 
raisins  additionne  d'agar-agar.  La  description  qu'il  donne  de  ladite 
espece  concorde  avec  mes  observations;  il  en  est  de  meme  aussi,  pour 
le  fond,  quant  aux  temperatures  maxima  trouvees  par  lui;  mais  en  ce 
qui  concerne  les  temperatures  minima,  il  y  a  au  contraire  une  tres 
grande  difference,  aussi  quand  la  comparaison  se  borne  a  la  substance 
qui  dans  mes  analyses  avait  la  plus  grande  analogie  avec  la  sienne,  a 
savoir  la  gelatine  au  mout  de  biere  additionnee  d'agar-agar.  Suivant 
Klebs,  il  n'y  a  pas  de  croissance  a  une  temperature  inferieure  a 
4^G.,    tandis   que   dans    mes   experiences   elle   se    continuait   encore   a 
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^/2^G.  Dans  celles  faites  par  moi  sur  la  gelatine  au  mout  addi- 
lionnee  d'agar-agar,  la  formation  de  sporanges  se  produisait  encore 
a  3°G.  et  une  fois  meme  au-dessous,  tandis  que  chez  Klebs  elle 
s'arretait  d6ja  a  6^G.  La  raison  de  ces  grandes  differences  se  trouve 
surenaent  dans  le  fait  qu'il  a  interrompu  ses  experiences  a  une  phase 
pr^maturee.  Ayant  constate  que  la  formation  de  sporanges  ne  se 
montrait  pas  a  4  — 5^G.  apres  8  jours,  il  en  conclut  qu'elle  ne  se 
produira  plus  du  tout;  mais  cela  n'est  pas  exact.  Le  developpement 
aux  temperatures  basses  se  fait  beaucoup  plus  lentement;  il  y  a  ici 
dans  ces  recherches  un  element  qui  en  augmente  a  un  haut  degr6  la 
difficulte,  mais  que  nous  devons  prendre  en  tres  grande  consideration. 
Je  trouvai  qu'a  basse  temperature  I'analyse  ne  pent,  en  regie  generale, 
etre  terminee  qu'apres  un  temps  variant  entre  5  et  6  mois. 

J'ai  mentionne  dans  le  premier  chapitre  du  present  memoire  com- 
ment les  recherches  que  j'ai  faites  en  1886  donnerent  pour  resultat 
que  la  temperature  maxima  de  la  croissance  vegetative  des 
Saccharomycetes  est  superieure  a  celle  de  la  formation 
des  spores.  Les  essais  que  je  fis  pour  m'orienter  sur  d'autres  groupes 
de  champignons,  me  firent  penser  qu'il  y  avait  la  une  regie  gene- 
rale  s'appliquant  a  I'ensemble  des  Ghampignons;  je  mis  en 
avant  cette  idee  dans  mon  travail  precite  sur  I'Anixiopsis.  Dans  son 
traits  sur  la  physiologic  des  organes  de  reproduction  chez  les  Gham- 
pignons, Klebs  adopta  cette  hypothese  en  lui  donnant  de  suite  une 
extension  considerable:  il  posa  en  regie  generale  que  I'organe  relative- 
ment  plus  complique  de  reproduction  aurait  une  temperature  maxima 
plus  basse  que  I'organe  plus  simple.  En  ce  qui  concerne  les  Mucori- 
nees,  il  entend  par  la  premiere  de  ces  expressions  la  zygospore,  et  par 
la  seconde  le  sporange.  Gependant,  pour  prouver  la  justesse  de  son 
assertion,  il  ne  pent  s'appuyer  que  sur  un  cas  unique,  a  savoir  les 
essais  qu'il  a  faits  sur  la  Sporodinia  grandis.  Ghez  le  M.  racemosus 
la  formation  de  zygospores,  on  se  le  rappelle,  ne  se  produisait  pas  du 
tout.  Quant  au  minimum  de  temperature,  il  est  porte  a  croire  que  des 
regies  correspondantes  se  trouveront  egalement  valables. 

Mes  experiences  ci-dessus  decrites  sur  les  M.  racemosus,  M.  alpi'nus 
et  M.  neglectus,  n'ont  pas  confirme  I'exactitude  de  I'opinion  de  Klebs, 
mais  ont  montre  qu'il  faut  ramener  la  th^se  a  la  forme  que  je  lui  ai 
donnee,     Ge  n'est  qu'ainsi  qu'elle  peut  avoir  une   application  generale. 

Avril  1902. 


Dosage  de  petites  quantites  d'arsenic  dans  les  matieres 
organiques,  specialement  dans  la  biere  et  dans  le  rnout. 

Examen  compare  des  methodes  diverses  de  doser  I'arsenic. 

Par 
Carl  Pedersen. 


Jun  Tautomne  de  1900,  un  assez  grand  nombre  de  personnes  en 
Angleterre  et  au  pays  de  Galles  qui  avaient  pris  des  bieres  fortement 
arsenicales,  furent  empoisonnees.  Au  mois  de  fevrier  1901,  une  com- 
mission royale  fut  nomm^e  dans  le  but  de  faire  une  enquete  sur  ces 
cas  tres  serieux  d'empoisonnement.  M.  Whitelegge,  membre  de  cette 
commission,  s'est  adresse  a  M.  Harald  Faber,  conseiller  agrono- 
mique  du  Danemark  a  Londres,  pour  obtenir,  par  son  intermediaire,  des 
renseignements  sur  I'experience  faite  en  Danemark  a  I'egard  de  la 
biere  arsenicale.  M.  Faber  s'etant  adresse  a  la  brasserie  de  Gamle 
Carlsberg,  la  direction  de  la  brasserie  a  demande  a  la  section  de 
chimie  du  Laboratoire  de  Carlsberg  de  faire  des  recherches  a 
ce  sujet. 

Par  suite  de  cette  demande  M.  S.-P.-L.  Serensen,  chef  de  la 
section,  m'a  charge  d'entreprendre  une  serie  de  recherches  dont  voici 
les  resuitats: 

1.   Introduction. 

La  determination  de  I'arsenic  dans  les  matieres  organiques  se 
fait  naturellement  au  moyen  de  deux  operations:  l'^  la  separation  de 
I'arsenic  d'avec  les  matieres  organiques;  2"  le  dosage  de  I'arsenic. 

Les  diffe rentes  methodes  proposees  pour  separer  I'arsenic  de  la 
matiere  organique  se  divisent  en  trois  groupes  principaux: 

1°  La  m^thode  d'oxydation:  on  oxyde  la  matiere  organique 
au  moyen  d'agents  d'oxydation  vigoureux,  dont  les  plus  importants  sont 
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le  permanganate  de  potassium,  I'acide  sulfurique  concentre,  I'acide  ni- 
trique  et  I'acide  sulfurique  forts,  le  chlorate  de  potassium  et  I'acide 
chlorhydrique,  ou,  par  voie  seche,  la  fusion  avec  du  salpetre. 

2°  La  methode  de  precipitation  de  Reinsch^):  on  precipite 
I'arsenic  de  la  solution  qui  contient  les  matieres  organiques  en  fai- 
sant  bouillir  le  liquide  chlorhydrat§  avec  du  cuivre  poli.  Pendant  I'ebulli- 
tion  I'arsenic  se  deposera  sur  le  cuivre  comme  un  depot  noir. 

30  La  methode  de  distillation  (MM.  Schneider  et  Fyfe^), 
modifiee  par  MM.  E.  Fischer^),  Hager*),  et  d'autres):  en  faisant  bouillir 
la  matiere  a  analyser  avec  I'acide  chlorhydrique  et  le  protochlorure  de 
fer  I'arsenic  se  degage  par  distillation  sous  la  forme  de  trichlorure  d'arsenic. 

Apres  avoir  separe  I'arsenic  de  la  matiere  organique  par  un  de 
ces  procedes,  on  le  caracterise  et  le  dose  de  differentes  manieres:  le  plus 
souvent  dans  I'appareil  Marsh -Berzelius  ou  I'appareil  Fresenius- 
Babo^),  quelquefois  par  precipitation  avec  de  I'hydrogene  sulfure,  plus 
rarement  par  d'autres  procedes. 

En  combinant  ces  methodes,  il  s'est  developpe,  peu  a  peu,  un 
nombre  de  procedes  generalement  reconnus  pour  ces  recherches  aux 
differents  pays. 

En  Danemark,  on  suit,  en  grande  partie,  pour  reconnaitre 
I'arsenic,  les  regies  adoptees  par  la  Ghemisk  Forening  (la  Societe 
de  chimie)  de  Gopenhague  le  28  mai  1886^).  On  oxyde  les  matieres 
organiques  et  les  detruit  soit  en  chauffant  avec  du  chlorate  de  po- 
tassium et  de  i'acide  chlorhydrique,  soit  en  fondant  avec  de  I'azotate 
de  potassium,  soit,  ce  qui  est  le  plus  facile,  par  le  precede  indique  par 
M.  H.  Red  deli  en^),  en  faisant  agir,  a  la  temperature  ambiante,  sur  la 
matiere  a  oxyder  du  permanganate  de  potassium  solide  et  de  I'acide 
sulfurique  concentre.  Quelle  que  soit  la  methode  appliquee  pour  la  des- 
truction des  matieres  organiques,  on  met  la  liqueur  qui  en  resulte  dans 
un  appareil  de  Marsh  d'une  construction  particuliere. 

En  Allemagne^),  la  loi  du  10  avril  1888  present  un  proc6de 
a  suivre  pour  reconnaitre  I'arsenic  et  I'etain  dans  les  aliments:  on 
oxyde  la  matiere  avec  du  chlorate  de  potassium  et  de  I'acide  chlor- 
hydrique; on  precipite  la  solution  avec  de  I'hydrogene  sulfure.  Le  tri- 
sulfure    d'arsenic    precipite    est    dissous    dans   du   sulfure   d 'ammonium 


1)  Journ.  f.  pr.  Ghem.  XXIV,  244  (1841). 

2)  Journ.  f.  pr.  Ghem.  LV,  103  (1852). 

3)  Ber.  d.  deutsch.  chem.  Gesell.  XIII,  1778  (1880). 
*)  Ref.  Zeitschr.  f.  anal.  Ghem.  XXI,  308  (1882). 

^)  W.  Fresenius:  Zeitschr.  f.  anal.  Ghem.  XX,  522  (1881). 
«)  Tidsskrift  for  Physik  og  Ghemi  VII,  130  (1886). 
')  Zeitschr.  f.  anal.  Ghem.  XXVIl,  471  (1888). 
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jaune.  La  solution  obtenue  est  traitee  avec  de  I'acide  azotique  con- 
centre, et  evaporee  a  sec.  Le  residu  est  fondu  avec  du  carbonate  de 
sodium  et  du  salpetre.  On  precipite  I'extrait  aqueux  avec  du  molyb- 
date  d'ammonium.  Le  precipite  est  dissous  dans  de  rammoniaque 
liquide  etendue.  La  solution  est  precipitee  avec  du  chlorure  ammo- 
niaco-magnesien.  Le  precipite  d'arseniate  ammoniaco-magnesien  est 
dissous  dans  un  peu  d'acide  azotique  etendu.  Pour  reconnaitre 
I'arsenic,  on  se  sert  de  I'azotate  d'argent,  qui  donne  un  precipite  brun 
rouge  d'arseniate  d'argent,  ou  bien  on  rend  une  goutte  de  la  solution, 
placee  sur  une  lame  porte-objet,  faiblement  alcaline  avec  de  I'ammo- 
niaque.  Si  la  solution  contient  de  I'arsenic,  il  se  formera,  sous  peu, 
un  precipite  cristallin  d'arseniate  ammoniaco-magnesien  et  qui  est  facile- 
ment  reconnaissable  sous  le  microscope. 

En  Suede^),  pour  reconnaitre  I'arsenic,  on  applique,  suivant  la 
loi  du  10  avril  1885,  la  methode  de  distillation  avec  de  I'acide  chlor- 
hydrique  et  du  protochlorure  de  fer.  On  precipite  la  liqueur  distillee 
avec  de  I'hydrogene  sulfure,  et  la  sulfure  d' arsenic  est  reduit  avec  du 
cyanure  de  potassium  et  du  carbonate  de  sodium  d'apres  le  procede 
de  Fresenius  et  de  Babo. 

En  Angleterre,  pour  les  recherches  etendues  de  bieres  faites, 
depuis  quelques  annees,  pour  y  reconnaitre  I'arsenic,  on  s'est  servi 
surtout  de  methodes  donnant  des  resultats  en  peu  de  temps  et  sans 
trop  de  peine.  Ainsi  MM.  A.  Chapman^),  Alfred  H.  Allen^), 
E.Jones*)  et  The  Commission  to  the  Manchester  Brewers' 
Association^)  ont  indique  differentes  methodes  qui ,  toutes ,  ont  re- 
cours,  d'apres  Reinsch,  ^u  d^pot  d'arsenic  fait  sur  du  cuivre  poll, 
en  portant  a  I'ebullition  la  biere  arsenicale  avec  une  toile  metallique  de 
cuivre  poll.  On  caracterise  I'arsenic  depose  tantot  par  sublimation  a  I'^tat 
d'anhydride  arsenieux,  reconnaissable  sous  le  microscope  (MM. Chapman, 
Allen  et  Commission),  tantot  par  pesage  a  I'etat  de  sulfure  (M.  E.Jones). 
MM.  W.  Thomson  et  J.  P.  Shenton^),  au  contraire,  oxydent  la  biere 
au  moyen  d'acide  nitrique  et  d'acide  sulfurique  concentres.  Apres  avoir 
6vapore  I'acide  nitrique,  ils  introduisent  la  solution  dans  I'appareil  de 
Marsh.  Enfm  M.  F.  C.  J.  Bird  ^),  en  recherchant  I'arsenic  dans  la  biere,  a 
employe  la  reaction  de  Gutzeit  avec  du  chlorure  mercurique. 


M  Zeitschr.  f.  anal.  Ghem.  XXXIV,  88  (1895). 

2)  The  Analyst,  XXVI,  8  (1901). 

3)  ibid.  XXVI,  10  (1901). 

*)  ibid.  Ref.  XXVI,  158  (1901). 


6\ 


)  ibid.  XXVI,  13  (1901). 
6)  ibid.  Ref.  XXVI,  213  (1901). 
')  ibid.  XXVI  181  (1901). 
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Apres  avoir  applique  exactement  ces  methodes  a  quelques  essais 
d'orientation  et  de  coniparaison  pr^alables,  fails  avec  de  la  biere  dans 
laquelle  ont  ete  introduites  des  quantites  connues  d'arsenic,  j'ai  bien 
vite  reconnu  que  tous  ces  precedes  n'etaient  pas  egalement  exacts  les 
resultats  en  variant  beaucoup.  G'est  ce  que  confirment  aussi  les  r6- 
sultats  publics  par  la  Royal  Commission  on  Arsenical  Poison- 
ing, nommee  a  I'occasion  des  empoisonnements  par  Parsenic  tres 
graves  en  Angleterre. 

Voici  ce  qu'on  lit  dans  le  rapport  officiel  de  la  Commission,  remis 
au  Gouvernement : 

„  Conclusion  as  to  the  exact  amount  of  arsenic  present  in  the  in- 
culpated beers  is  rendered  difficult  by  the  fact  that  different  analysts 
have  employed  different  methods  which  in  some  instances  have  produ- 
ced very  divergent  results  w^hen  appHed  to  samples  of  the  same  beer. 
We  propose  to  make  further  inquiry  into  the  relative  value  of  different 
quantitative  tests  for  arsenic  in  beer,  as  to  the  most  trustworthy  meth- 
ods to  recover  all  the  arsenic  present  in  a  given  sample  of  beer, 
and  as  to  the  possible  existence  of  arsenic  in  beer  in  some  combina- 
tion with  organic  matter  in  which  it  might  escape  determination  by 
certain  of  the  tests  commonly  employed." 

A  mon  avis  les  pages  suivantes  contribueront  a  la  solution  des 
questions  posees  dans  ce   rapport^). 

2.   L'appareil  de  Marsh.. 

Avant  de  juger  par  des  experiences  les  differents  proced^s  pour 
separer  I'arsenic  des  matieres  organiques,  il  etait  n^cessaire  de  choisir 
une  methode  de  caract6risation  de  I'arsenic  le  plus  quantitative  pos- 
sible. II  fallait  une  methode  dont  les  reactions  se  fissent  suivre  et 
controler  facilement.  La  methode  une  fois  etablie,  sa  precision  et 
sa  sensibilite  trouvees,  il  serait  possible  de  comparer  les  valeurs  rela- 
tives   des   procedes   differents    pour   doser   I'arsenic   dans    les    matieres 


^)  Apres  que  ces  recherches  etaient,  pour  la  plus  grande  partie,  terminees, 
un  traite  a  paru  dans  le  journal  „The  Analyst"  XXVII,  48  (1902)  sous 
le  titre  suivant:  „  Report  of  the  conjoint  Committee  on  the  Detection 
and  approximate  Estimation  of  minute  Quantities  of  Arsenic  in  Beer, 
Brewing  Materials,  Food-stuffs  and  Fuels."  II  s'ensuit  de  ce  rapport  que 
le  Comite,  compose  de  MM.  Otto  Hehner,  Alfred  H.Allen,  Alfred 
G.  Chapman,  C.Estcourt,  DavidHoward,  Arthur  R.Ling,  Ru- 
dolph Messel,  Leonard  T.  Thorne,  a  cholsi,  comme  le  meilleur 
procede,  une  methode  assez  semblable  a  celle  dont  je  me  suis  servi. 
Les  ecarts  des  deux  methodes  ressortiront  des  observations  faites  plus 
loin  (voir  pp.  114,  124). 
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organiques.     On  trouverait  ainsi  la   methode   de    dosage  la  plus  exacte 
parmi  celles  qu'on  aura  soumises  a  Texamen. 

Parmi  les  methodes  pour  rechercher  des  quantites  minimes  d'ar- 
senic,  au-dessous  d'un  milligramme,  le  procede  de  Marsh-Be rzelius 
et  celui  de  Fresenius-Babo  sont  les  plus  en  usage.  lis  presentent 
I'avantage  d'etre  simples  et  d'execution  facile,  et  les  dimensions  de 
Panneau  d'arsenic  donnent  d'une  maniere  excellente  la  mesure  de  la 
quantite  d'arsenic. 

De  ces  methodes,  celle  de  Marsh-Berzelius  est  la  plus  expe- 
ditive  et  la  plus  commode  quand  I'arsenic  se  trouve  en  solution.  G'est 
aussi  la  methode  qui  sert  de  base  a  ce  travail. 

En  se  servant  de  I'appareil  de  Marsh  il  importait,  tout  d'abord, 
d'examiner  les  elements  qui  en  determinent  la  sensibilite  et  I'applica- 
tion  sure.  En  effet,  pour  pouvoir  servir  au  dosage  de  I'arsenic  I'ap- 
pareil doit  toujours  donner  des  anneaux  d'arsenic  de  dimensions  ab- 
solument  egales  pour  les  memes  quantites  d'arsenic  des  essais  paralleles. 
G'est  la  un  fait  que,  jusqu'a  present,  on  n'a  pas  suffisamment  reconnu. 
Avec  un  tel  appareij  on  pourrait  former,  au  moyen  de  quantites  con- 
nues  d'arsenic,  une  echelle  d'anneaux  d'arsenic  qui  put  servir  de 
module  aux  recherches  posterieures. 

L'appareil  de  Marsh  le  plus  convenable  et  le  mieux  fait  pour 
satisfaire  aux  conditions  exposees  plus  haut  est  l'appareil  modifie  re- 
presente  ci-dessous  et  auquel  on  a  donne  la  forme  adoptee  par  la  Ghe- 
misk  Forening  de  Gopenhague  en   1886^). 

Pour  produire  le  degagement  de  I'hydrogene  on  se  sert  d'un 
flacon  ordinaire  de  SOO^'^,  ferme  d'un  bouchon  de  caoutchouc  a  deux 
trous.  L'un  des  trous  regoit  un  entonnoir  separateur  a  robinet  de 
100^*^,  I'autre  rec^oit  un  tube  a  degagement,  par  ou  s'echappe  I'hy- 
drogene. 

L'hydrogene  se  debarrasse  des  gouttelettes  d'eau  qu'il  pent  en- 
trainer  en  passant  par  de  I'acide  sulfurique  contenu  dans  une  eprou- 
vette  a  pied  haute  de  12^™  et  qui  est  munie  d'un  bouchon  de  caout- 
chouc^) a  deux  trous  qui  regoivent  le  tube  adducteur  et  le  tube  ab- 
ducteur  de  l'hydrogene. 

De  la,  on  fait  passer  l'hydrogene  et  l'hydrogene  ars^nie  a  travers 
le  tube  d'essai,  tube  de  verre  peu  fusible  de  10™™  de  diametre. 
Une  portion  de  ce  tube  est  etranglee  ayant  3™™  de  diametre  a  I'ex- 
terieur.     Au   moyen    d'un    bee  Bunsen    on  maintient   au  rouge  sombre 


^)  Loc.  cit. 

^)  On  s'est  assure,  par  des  essais,  que  I'eniploi  de  bouchons  de  caoutchouc 
ne  presente  aucun  inconvenient.  Avant  I'usage  les  bouchons,  ainsi  que 
les  tubes  de  caoutchouc,  ont  ete  laves  a  la  lessive  de  sonde. 
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la  partie  du  tube  immediatement  devant  I'endroit  etrangle.  Pour  con- 
centrer  la  chaleur,  le  bee  est  muni  d'un  couronnement  k  jet  eventail 
et  d'une  cheminee  en  terre  percee  en  deux  endroits  diametralement  op- 
poses et  par  ou  on  fait  passer  le  tube  d'essai. 

L'usage  de  I'appareil  demontrait  qu'il  est  tres  important  de  main- 
tenir  au  rouge  sombre  le  tube  d'essai,  sans  pourtant  chauffer  de  maniere 
a   le   faire    fondre,     ce   qui   arrivera   facilement   si   on    donne    toute    la 


flamme.  En  effet,  si  le  tube  n'est  pas  maintenu  au  rouge,  la  decom- 
position de  I'hydrogene  arsenie  en  arsenic  et  en  hydrogene  est  incom- 
plete. G'est  ce  qui  arrivait  quand  on  avait  place  le  tube  d'essai  assez  bas 
pour  lui  faire  toucher  la  partie  froide  de  la  flamme  du  bee.  Pour 
empecher  la  pointe  du  tube  de  s'incliner  pendant  le  chauffage,  on  le 
soutient  ainsi  que  fait  voir  la  figure. 

Nous  avons  d6ja  dit  que,  pour  dess6cher  I'hydrogene,  on  se  sert 
de  I'acide  sulfurique  concentre.  On  sait  que  cet  acide  decompose  Fhy- 
drogene  arsenie  en  hydrogene  et  en  arsenic,  prenant  en  meme  temps 
une  teinte  brune.  G'est  pour  cette  raison,  sans  doute,  que  des  chimistes 
ont  propose  I'emploi  du  chlorure  de  calcium  ou  d'un  melange  de  chlorure 
de  calcium  et  d'hydrate  de  potassium  sohde  pour  operer  la  dessiccation^). 

Pour  decider  la  question:    laquelle    de  ces  trois  methodes  de  des- 

^)  R.  Otto:  Anleitung  zur  Ausmittelung  der  Gifte.  Braunschweig  1896.  P.  187. 
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siccation  est  la  meilleure,  on  a  fait  les  essais  paralleles  suivants,  en 
plagant  les  dessiccatifs  solides  dans  des  tubes  en  U.  Les  conditions 
etaient  identiques.  Le  degagement  de  Fhydrogene  se  faisait  au  moyen 
de  zinc  et  d'acide  sulfurique  mis  dans  le  flacon  de  degagement. 


Le  flacon  de 

La  dessiccation  de  I'hydrogene  se  faisait  au  moyen 

degagement 
contenait^) 

d'acide  sulfurique 
concentre 

de  chlorure  de  calcium 

d'un  melange  de  chlo- 
rure de  calcium  et  d'hy- 
drate  de  potassium 

Vioo"^^  d'As  .... 

Vso^^  d'As 

Vso""^  d'As 

anneau    d'arsenic 
bien  prononce 

anneau    d'arsenic 
plus  distinct 

anneau  d'arsenic  en- 
core plus  distinct 

teinte  brune  apeine 
visible 

anneau   brun  bien 
proncnce  dans  la 
portion  etranglee 
du  tube 

pas  de  trace 

trace  a  peine  vi- 
sible 

i 


Ges  essais,  qui  ont  ete  repetes  avec  le  meme  resultat,  ont  d6- 
montre  a  I'evidence  que  I'acide  sulfurique  concentre  est  bien  preferable, 
comme  agent  de  dessiccation,  aux  deux  corps  solides,  qui  retenaient  des 
quantites  considerables  d'hydrogene  arsenie.  L'acide  sulfurique  presente 
encore  un  avanlage.  II  permet  de  suivre  et  de  controler  la  vivacite 
du  degagement  de  I'hydrogene,  ce  qui  est  une  condition  essentielle 
pour  obtenir  I'uniformite  des  essais.  Les  agents  solides,  au  contraire, 
ne  donnaient  aucune  indication  de  la  marche  trop  vive  du  degagement 
d'hydrogene  ni  de  son  arret  complet.  Enfm,  si  on  emploie  l'acide 
sulfurique ,  I'anneau  d'arsenic  se  depose  toujours  au  meme  endroit  du 
tube,  et  ce  depot  est  plus  uniforme  qu'a  I'emploi  des  agents  solides. 
Mais  plus  le  depot  est  regulier,  plus  il  est  facile  de  comparer  les  dif-' 
ferents  anneaux  d'arsenic. 

Les  essais  ont  ete  faits  de  la  maniere  suivante:  apres  avoir  intro- 
duit  dans  le  flacon  de  degagement  d'hydrogene  20?^'  de  zinc  pur,  on 
y  ajouta,  par  I'entonnoir  separateur,  cinq  gouttes  d'une  solution  de 
sulfate    de    cuivre    normale    et    puis    apres    100^^  d'acide    sulfurique^) 


^)  Dans  ces  experiences,  ainsi  que  dans  tous  les  essais  suivants,  on  addi- 
tionnait  I'arsenic  sous  la  forme  d'une  solution  aqueuse  d'anhydride  ars6- 
nieux.  La  solution  contenait  Vioo  milligramme  d'As  dans  1  centimetre 
cube,  done  O.^^'Ol  d'As  =  0.^^0132  d'anhydride  arsenieux  (As*  0«)  dans 
1  litre. 

')  Le  Conjoint  Committee  deja  nomme,  au  contraire,  se  sert  d'acide 
chlorhydrique  pour  produire  le  degagement   d'hydrogene  dans  I'appareil 
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etendu  (1  volume  d'acide  sulfurique  concentre  +  7  volumes  d'eau). 
Au  bout  de  13  minutes  on  alluma  le  bee  de  gaz;  au  bout  de  15 
ou  16  minutes  on  additionna  la  solution  ars^nicale  par  I'entonnoir  s6- 
parateur.  Au  bout  d'une  heure  et  demie  on  arreta  I'experience,  tout 
I'hydrogene  arsenie  etant  chasse  de  I'appareil. 

Pour  ces  essais  on  n'employait  que  du  zinc  pur;  pour  s'assurer 
d'un  produit  absolument  uniforme,  le  zinc  etait  fondu  et  granule. 
L'acide  sulfurique  etait  I'acide  pur  du  commerce.  A  chaque  nou- 
velle  serie  d'essais  on  faisait,  en  meme  temps,  un  dosage  de  controle 
avec  le  zinc  et  l'acide  sulfurique  seuls.  Ces  dosages  de  controle  ne 
donnaient  qu'une  trace  a  peine  visible  d'anneau  d'arsenic  et  qui  6tait 
de  beaucoup  plus  petite  que  celle  correspondant  a  ^/20o"^^  d'As.  Nean- 
moins  ces  dosages  de  controle  doivent  toujours  se  faire  pour  pouvoir 
entrer  en  compte,  s'il  y  a  lieu. 

L'acide  sulfurique  n'attaquant  pas  le  zinc  pur,  on  avait  recours 
a  diff^rents  moyens  pour  mettre  en  train  le  degagement  d'hydrogene: 
on  additionnait  du  sulfate  de  cuivre,  de  l'acide  chloroplatinique,  du  fer. 
Dans  ce  dernier  cas,  on  fondait  le  zinc  avec  de  la  poudre  de  fer  en 
agitant  avec  une  barre  de  fer.  Les  autres  reactifs  etaient  introduits 
au  flacon  de  degagement. 

Voici  les  resultats  des  essais  faits  avec  ces  methodes  en  employant, 
a  chaque  essai,  ^/lo  ^^  d'As : 

1)  Avec  du  sulfate  de  cuivre: 


Nos, 

d'or- 

dre 


Addition  de 
Cu  SO*  normal 


Le  degagement 

d'hydrogene  etait 

en  bon  train 


Le  degage- 
ment d'hy- 
drogene etait 


L'anneau  d'arsenic 
etait 


2  gouttes 
5      - 
20     —    =  1  <^'= 

rr  cc 


au  bout  de  30  minutes 

-  —    -  13      - 

-  —     -  10     - 

-  moins  -  10      — 


regulier 

beau,  regulier 

assez  vif 

trop  vif 


plus  petit  qu'en  2 
le  plus  grand 


egal  a  1 


moins  grand  qu'en  1 
(odeur  forte  d'hy- 
drogene arsenie) 


de  Marsh  ayant  trouve  qu'en  se  servant  de  l'acide  chlorhydrique  on  est, 
en  general,  a  meme  d'essayer  directement  dans  I'appareil  de  Marsh 
une  solution  contenant  des  matieres  organiques.  II  declare  encore  avoir 
obtenu  un  anneau  d'arsenic  un  peu  plus  grand  pour  la  meme  quantite 
d'arsenic  en  employant  l'acide  chlorhydrique  au  lieu  de  I'aeide  sul- 
furique. Pour  debarrasser  I'hydrogene  degage  de  I'eau  entrainee  The 
Conjoint  Committee  emploie  du  chlorure  de  calcium  et  non  pas, 
comme  moi,  de  l'acide  sulfurique. 
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Ainsi  en  employant  le  sulfate  de  cuivre,  I'addition  de  5  gouttes  de 
sulfate  de  cuivre  normal  donnait  le  meilleur  resultat.  Si  on  ajoutait 
une  quantite  moins  grande,  I'anneau  d' arsenic  etait  plus  petit,  et  il  fallait 
un  temps  relativement  trop  long  avant  que  le  degagement  d'hydrogene 
eut  assez  de  vivacite  pour  qu'on  put  allumer  le  bee  de  gaz,  tandis  qu'une 
quantite  plus  grande,  telle  que  1^^  ou  au-dela,  produisait  un  degage- 
ment d'hydrogene  trop  vif,  ce  qui  empechait  en  partie  la  decomposition 
de  rhydrogene  arsenie  au  tube  chauffe  au  rouge. 

2)  Avec  del'acide  chloroplatiniqueon  avait  le  meilleur  resultat 
en  ajoutant  2  gouttes  d'une  solution  de  5  p.  c.  d'acide  chloroplatinique. 
Gette  quantite  donnait  le  plus  beau  degagement  d'hydrogene  et  le  plus 
grand  anneau  d'arsenic.  L'effet  6tait  presque  tout-a-fait  le  meme  qu'avec 
5  gouttes  de  sulfate  de  cuivre.  Deja  en  ajoutant  5  gouttes  d'acide 
chloroplatinique,  le  degagement  d'hydrogene  devenait  trop  vif,  et  I'an- 
neau d'arsenic  diminuait. 

3)  En  se  servant  dezinc  fondu  avec  de  lapoudre  defer,  le 
degagement  d'hydrogene  se  faisait  avec  la  meme  vivacite  que  pour 
5  gouttes  de  sulfate  de  cuivre  normal,  mais  I'anneau  d'arsenic  de- 
venait moins  grand.  Si  au  zinc  melange  avec  du  fer  on  ajoutait 
5  gouttes  de  sulfate  de  cuivre  normal,  I'anneau  d'arsenic  s'agrandissait, 
mais  sans  obtenir  les  dimensions  obtenues  par  du  zinc  pur. 

4)  A  ces  essais  on  en  ajouta  un  autre  en  se  servant  de  zinc  pur 
sans  addition  d'autres  reactifs  pour  accelerer  le  degagement  d'hydrogene. 
Dans  ce  cas  il  fallait  2  heures  avant  que  le  degagement  d'hydrogene 
fut  assez  avance  pour  qu'on  put  allumer  le  bee  de  gaz.  De  plus,  I'ex- 
perience  durait  2  heures.  Le  resultat  en  etait  que  I'anneau  d'arsenic 
devenait  moins  grand  que  dans  lous  les  autres  essais.  II  etait  plus 
petit  meme  que  I'anneau  obtenu  en  se  servant  de  zinc  melange  de  fer 
et  sans  addition  de  sulfate  de  cuivre. 

Ainsi  I'assertion  que  quelques  gouttes  de  sulfate  de  cuivre  diminueraient 
I'anneau  d'arsenic,  par  suite  de  la  combinaison  d'une  partie  de  I'arsenic 
avec  le  cuivre,  ne  parait  pas  absolument  exacte  dans  le  cas  oil  il  s'agit 
d'aussi  petites  quantites  que  5  gouttes  de  sulfate  de  cuivre  normal. 

Dans  ces  dosages  il  etait  d'importance  de  renouveler  I'acide  sul- 
furique  du  flacon  laveur  a  chaque  essai.  En  effet,  si  on  s'en  servait 
pour  des  essais  consecutifs,  I'anneau  que  formait  la  meme  quantite 
d'arsenic  allait  en  grandissant.  La  cause  en  etait,  sans  doute,  que 
I'acide  sulfurique,  plus  dilue  aux  derniers  essais,  ne  decomposait  pas 
autant  d'hydrogene  arsenie  qu'aux  premiers.  II  arrivait  meme  que 
rhydrogene  arsenic  absorbe  aux  essais  anterieurs  etait  rendu  lorsque 
I'acide  sulfurique  se  diluait. 

Apres  avoir  constate  ces  faits,  on  pouvait  passer  a  I'etablissement 
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d'une  echelle  normale  d'anneaux  d 'arsenic  correspondant  k  des  quan- 
tites  connues  d'arsenic.  On  etablissait  deux  echelles  en  prenant  de  la 
solution  d'anhydride  arsenieux  indiquee  plus  haut  des  quantites  de  40, 
de  20,  de  10,  de  5,  de  3.3,  de  2,  de  1,  de  ^/2^^  correspondant  res- 
pectivement  a  ^/s,  a  Vs,  a  Vio,  a  ^/20,  a  ^/so,  a  ^/so,  a  ^/loo,  a  ^/2oo 
milligramme  d'arsenic.  Dans  I'une  des  series  on  amena  le  degagement 
d'hydrogene  par  5  gouttes  de  sulfate  de  cuivre  normal ,  dans  I'autre 
on  se  servit  dans  ce  but  de  2  gouttes  d'acide  chloroplatinique.  La 
comparaison  des  deux  series  etait  a  I'avantage  du  sulfate  de  cuivre, 
quoique  la  difference  ne  fut  que  minime.  Aussi  se  servait-on  de  sul- 
fate de  cuivre  a  tons  les  essais  posterieurs. 

On  conserva  les  tubes,  dont  le  bout  effile  etait  ferme  a  la  cire 
d'Espagne,  pour  servir  d'echelle  normale  aux  essais  posterieurs. 

Ces  series  ont  montre  qu'on  pouvait  distinguer  nettement  des 
quantites  de  ^/5™^  a  ^/2oo™^  d'As  avec  les  intermediaires  indiques 
plus  haut.  Comme  des  essais  faits  dans  des  appareils  differents  avec 
des  quantites  egales  d'arsenic  donnaient  des  anneaux  d'arsenic  egaux, 
on  est  en  droit  de  dire  que  la  methode  sous  cette  forme,  qui  est 
presque  identique  aux  regies  etablies  par  la  Ghemisk  Forening 
de  Gopenhague  en  1886,  satisfait  a  toutes  les  exigences  raisonnables 
relatives  a  la  sensibilite,  a  I'exactitude ,  a  I'execution  rapide  et  facile 
au  dosage  de  petites  quantites  d'arsenic. 

3.    Methodes  d'oxydation. 

La  methode  de  dosage  au  moyen  de  I'appareil  de  Marsh  etablie 
et  essayee  ainsi  que  nous  venons  de  le  dire,  permet  la  comparaison 
et  le  jugement  des  methodes  enumerees  dans  I'introduction  et  servant 
a  separer  I'arsenic  des  matieres  organiques.  De  toutes  les  methodes 
d'oxydation  la  methode  de  M.  H.  Reddelien^),  employant  le  perman- 
ganate de  potassium  et  I'acide  sulfurique  concentre,  est  la  plus  rapide 
et  la  plus  facile  a  appliquer. 

On  introduit  la  matiere  a  examiner  dans  un  ballon  de  750^*^. 
On  ajoute,  si  la  matiere  pese  moins  de  6  grammes,  20^^  d'eau  et  du 
permanganate  de  potassium  solide  d'une  fois  et  demie  le  poids  de  la  ma- 
tiere. On  agite  bien  le  melange  et,  au  bout  de  quelques  minutes,  on 
additionne  25*^^  d'acide  sulfurique  concentre,  qu'on  fait  descendre  avec 
precaution  le  long  des  parois  du  ballon.  Au  bout  de  quelques  minutes 
Toxydation  est  achevee.  On  remplit  d'eau  jusqu'a  environ  130^*^.  On 
decolore  avec  un  peu  d'acide  oxalique,  ou  on  porte  la  matiere  directe- 
ment  a  I'appareil  de  Marsh. 

^)  Loc.  cit. 
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Ce  precede  permet  de  se  servir  de  50^^  de  biere  de  conserve  pour 
faire  le  dosage  de  rarsenic.  Avec  des  quantites  de  biere  plus  grandes,  le 
liquide  oxyde  devient  d'un  volume  trop  grand  pour  etre  introduit  dans 
I'appareil  de  Marsh  decrit  ci-dessus.  Pour  achever  I'oxydation  de  50 '^'^ 
de  biere  il  faudra  12^^  de  permanganate  de  potassium  solide  et  25  ^'^ 
d'acide  sulfurique  concentre.  Ayant  acheve  I'oxydation,  on  remplit 
jusqu'a  100^^  et  decolore  au  moyen  de  2  — 3  grammes  d'acide  oxalique 
solide,  ce  qui  correspond  a  1  —  1 V2  gramme  de  KMnO*.  Le  liquide  lim- 
pide  comme  de  I'eau  est  examine  a  I'appareil  de  Marsh. 

Voici  le  resultat  d'essais  repetes : 


Addition  d'As 


Anneau  d'arsenic 


Gontrole:  12^^  KMnO^  +  25««  H^SO*  +9^"^  d'acide  oxalique 

50*^*^  de  biere 

50CC     .     _     4_    Vioo^^d'As 

50CC     .      _     ^    1/2^  mg    _ 

25  cc     .      _     _^    i/2„mg    _ 


aucun 


<:  V2oo^^  d'As 
env.Vioo""^    - 


II  faut  remarquer  que  souvent  ces  essais  6chouaient.  En  effet,  le 
liquide  oxyde  contenant  des  quantites  de  sulfate  de  potassium  et  de  sul- 
fate manganeux  tend,  dans  I'appareil  de  Marsh,  a  former  de  I'ecume  si 
le  degagement  d'hydrogene  est  tres  vif,  ce  qui  est  le  cas  lorsque  le 
contenu  d'As  du  liquide  atteint  ^/20^^.  Gette  formation  d'ecume 
6tait  tellement  forte  a  quelques-uns  des  essais  que  le  contenu  debordant 
se  rendait  au  flacon  laveur  et  de  la  au  tube  d'essai  chauffe  au  rouge. 
Le  tube  eclatait.     L'essai  etait  manque. 

Comme  il  est  difficile  de  montrer  ^/2o"^^  d'arsenic  en  50^*^  de 
biere  et  que  la  reaction  de  ^/2o"^s  d'arsenic  en  25 '^'^  de  biere  n'est 
que  de  ^/loo™^  d'arsenic,  ou  a  peu  pres,  cette  methode,  malgre  sa 
grande  simplicite,  n'est  pas  satisfaisante  aux  dosages  d'arsenic  dans  la 
biere.  Elle  n'est  pas  suffisamment  sensible.  Dans  de  telles  recherches 
il  faut  une  sensibilite  assez  grande  pour  qu'on  puisse  indiquer  avec 
certitude  ^/loo"^^  d'arsenic  contenu  en  lOO'^*^  de  biere,  ainsi  que  c'est 
le  cas  pour  la  methode  d'oxydation  au  moyen  de  I'acide  nitrique  (v. 
plus  loin). 

Ajoutons  que  le  dosage  d'arsenic  en  la  biere  ne  pent  pas  se  faire 
en  introduisant  la  biere  directem'ent  a  I'appareil  de  Marsh.  En  effet,  si 
on  porte  50*^*^  de  biere  de  conserve  ou  davantage  a  I'appareil  directe- 
ment,  le  contenu  debordera  en  ecumant.  Si  on  evapore  la  biere 
jusqu'a  la  moitie  de  son  volume,  on  pourra  en  introduire  75*^^  sans 
d6bordement  d'ecume,    mais  le    degagement  d'hydrogene   s'arretera  vite 


119 


sans  reprendre,  meme  apres  Taddition  de  10<^<^  d'acide  sulfurique  con- 
centre. A  des  essais  oil  on  avail  ajoute  ^/2o™&  d'arsenic  a  la  bi^re, 
il  ne  se  produisait  au  tube  qu'une  trace  a  peine  visible  de  d6p6t. 

L'oxydation  par  I'acide  sulfurique  concentre  d'apres 
Kjeldahl^)  ou  par  I'electrolyse  dans  un  liquide  fortement  sulfate 
d'apres  MM.  Budde  et  Schou^)  demande  un  temps  demesurement 
long  s'il  s'agit  d'aussi  grandes  quantites  que  de  50  a  lOO-'^*^  de  biere.  Elle 
demande  aussi  pas  mal  de  surveillance,  la  matiere  tendant  a  deborder 
en  6cumant. 

L'oxydation  par  le  chlorate  de  potassium  et  I'acide  chlor- 
hydrique,  recommandee  par  beaucoup  de  chimistes,  ne  convient  pas 
a  ces  essais,  auxquels  il  s'agissait  de  quantites  d'arsenic  tres  petites, 
I'acide  chlorhydrique  du  commerce,  soi-disant  exempt  d'arsenic,  conte- 
nant  des  quantites  notables  d'arsenic  dans  le  volume  d'acide  qu'il  faut 
employer.  Pour  se  servir  de  I'acide  chlorhydrique,  il  faudrait  done 
produire  soi-meme  I'acide  necessaire  aux  analyses,  mais  ceci  demanderait, 
pour  des  recherches  etendues  sur  la  biere,  un  travail  assez  consi- 
derable. 

II  nous  reste  a  parler  de  l'oxydation  en  fondant  arec  du 
salpetre  et  de  l'oxydation  par  I'acide  nitrique  et  I'acide 
sulfurique  concentres. 

Je  ne  me  suis  servi  que  de  la  derniere  de  ces  deux  methodes. 
Vis-a-vis  de  la  premiere,  celle-ci  offre  le  grand  avantage  de  ne  pas  faire 
entrer  de  grandes  quantites  de  substances  non  volatiles  qui,  plus  tard, 
lors  de  ^evaporation  de  I'acide  nitrique  avec  I'acide  sulfurique,  occa- 
sionneraient  des  soubresauts  violents.  De  plus,  I'acide  nitrique  du 
commerce  se  montrait  toujours  exempt  d'arsenic.  La  methode  etait 
done  a  priori  tout  indiquee  pour  ces  recherches. 

L'application  de  I'acide  nitrique  et  de  I'acide  sulfurique  concentres 
a  l'oxydation  de  matieres  organiques  aux  recherches  de  I'arsenic  a  ete 
proposee  par  M.  Gautier^).  L'oxydation  au  moyen  de  ces  acides 
laisse  une  masse  carbonisee  qu'on  epuise  par  de  I'eau.  La  solution 
reduite  par  le  bisulfite  de  sodium  est  ensuite  precipitee  par  Phydrogene 
sulfure,  et  le  sulfure  d'arsenic  est  transforme  en  acide  arsenique,  qu'on 
introduit  dans  I'appareil  de  Marsh.  MM.  R.  H.  Chittenden  et  H.Do- 
naldson*) recommandent  la  methode  de  Gautier  avec  I'emploi  de 
Pappareil   de   Marsh.     lis    font    observer   que   c'est   la   methode  qui  de- 


M  Gomptes-rendus   des  travaux   du  Laboratoire   de  Garlsberg  II,    1    (1883). 

Zeitschr.  f.  anal.  Ghem.  XXII,  366  (1883). 
'}  Zeitschr.  f.  anal.  Ghem.  XXXVIII,  344  (1899). 
«)  Bull.  Soc.  chim.  XXIV,  250  (1875). 
*)  Ref.  Zeitschr.  f.  anal.  Ghem.  XXI,  478  (1882). 
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mande  le  moins  de  reactifs  possible:  du  zinc,  de  I'acide  sulfurique  et 
de  I'acide  nitrique.  Dernierement  la  niethode,  quelque  peu  modifiee, 
a  ete  employee  en  Angleterre  par  MM.  W.  Thomson  et  J.  P.  Shenton^) 
aux  recherches  d'arsenic  dans  les  bieres. 

Des  essais  faits  avec  de  la  biere  de  conserve,  additionnee  d'arsenic, 
d'apres  la  methode  de  MM.  Thomson  et  Shenton,  ont  donne  les 
resultats  que  voici: 


Essais 


Anneau  d'arsenic 


GontrCle:  45 '^'^  HNO-''  ^S*''^  H^  SO* 

50^^   de  biere 

50  c'i      .      _     _f  x/ioo^g  d'arsenic  . . . 

50^c        ..     _      _|_i/,,mg         _ 


aucun 


environ  Vioo^^  d'arsenic 
moins  de  Vso™^       — 
egal  a  Vso""^       - 


Ainsi  I'erreur  dont  etait  entachee  la  methode  entre  mes  mains 
etait  que,  dans  un  cas,  sur  ^/20™^  d'arsenic  en  50 ^^'^  de  biere  je  ne 
pouvais  montrer  que  ^/so™^,  et  que,  dans  un  autre  cas,  je  n'en  trou- 
vais  meme  que  moins  de  ^/so™^.  Gependant,  par  un  examen  plus  ap- 
profondi  on  voyait  que  ces  resultats  varies  etaient  dus  surtout  a  deux 
causes:  d'abord  les  composes  oxygenes  de  I'azote  formes  par  I'oxyda- 
tion  au  moyen  de  I'acide  nitrique  n'etaient  pas  toujours  completement 
chasses;  puis,  la  matiere  organique  n'etait  pas  absolument  detruite  avant 
I'essai  a  Tappareil  de  Marsh. 

Par  I'oxydation  au  moyen  de  I'acide  nitrique  il  se  forme,  surtout 
vers   la    fin    de  I'operation   oh  le   liquide  contient   de   I'acide   sulfurique 

OH 

bouillant    presque   concentre,    du   sulfate    acide   de   nitrosyle   SO^  r\\in 

(cristaux  des  chambres  de  plomb).  En  evaporant  la  solution  jusqu'a 
ce  qu'elle  commence  a  emettre  des  vapeurs  sulfuriques,  tout  I'acide 
azotique  est  chasse,  tandis  que  le  sulfate  acide  de  nitrosyle  reste  dans 
la  fiole,  form  ant  un  liquide  qui  est  jaune  ou  jaune  vert  a  la  chaleur, 
mais  qui  se  d^colore  au  froid.  Quand  on  etend  d'eau  ce  liquide  jus- 
qu'k  la  density  de  1.2  (30  p.  c.  de  H^  SO^),  il  se  decompose.  Evapor6 
jusqu'a  la  formation  de  vapeurs  sulfuriques  il  perd  tons  les  composes 
oxygenes  de  I'azote  (A.  Rose 2)).  MM.  Thomson  et  Shenton  pro- 
posent  de  porter  le  liquide  a  deux  fois  son  volume  en  I'etendant  d'eau, 


^)  Loc.  cit. 

2)  Fogg.  Ann.  L  161  (1840). 
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puis  d'6vaporer  jusqu'a  la  formation  de  vapeurs  sulfuriques.  A  mes  essais 
ce  proc6de  ne  donnait  pas  toujours  un  resultat  satisfaisant.  Mais  en 
repetant  les  dilutions  et  les  evaporations  deux  ou  trois  fois  on  arrivait 
toujours  a  chasser  tous  les  composes  oxygenes  de  I'azote.  La  necessite 
de  cette  mesure  fait  que  I'analyse  demande  un  temps  plus  long.  Aussi 
fut-ce  un  perfectionnement  essentiel  de  la  m^thode  que  I'application  du 
precede  de  Pelo\ize^)  pour  I'elimination  des  composes  oxygenes  de 
I'azote  de  I'acide  sulfurique.  Suivant  ce  procede  on  chauffe  a  160^ 
avec  du  sulfate  d'ammonium.  En  rempla^ant  les  evaporations  r^iterees 
par  ce  procede  on  obtenait  d'excellents  resultats.  Sous  I'influence  des 
composes  oxygenes  de  Tazote  et  de  I'acide  azotique  le  sulfate  d'am- 
monium y  donne  de  I'azote  et  de  I'eau.  G'est  cette  reaction,  on  sait, 
qui  empeche  I'application  de  la  methode  du  dosage  de  I'azote  de  Kjel- 
dahl^)  aux  composes  contenant  de  I'acide  azotique  ou  du  bioxyde  d'azote, 
avant  qu'on  ait  traite  ces  composes    par  un  corps  reducteur. 

Plusieurs  essais  ont  montre  qu'il  est  necessaire  qu'apres  la  de- 
composition du  sulfate  acide  de  nitrosyle  et  sa  dilution  d'eau  le  liquide 
soil  absolument  incolore,  en  d'autres  mots:  que  toute  matiere  organique 
soit  detruite.  En  effet,  si  la  solution  est  tant  soit  peu  jaunatre,  I'an- 
neau  d 'arsenic  diminue  toujours  sensiblement.  Gependant,  comme  le 
plus  souvent  apres  I'oxydation  au  moyen  de  I'acide  nitrique  le  liquide 
chaud  etait  d'une  teinte  jaune  due  au  sulfate  acide  de  nitrosyle  qu'il 
contenait,  j'ai  prefere  d'ajouter  au  liquide  chaud  encore  quelque  2^^ 
d'acide  nitrique  concentre  pour  m'assurer  de  la  destruction  complete 
de  toute  matiere  organique,  ce  qui  a  fait  diminuer  sensiblement  la 
teinte  jaune  s'il  y  restait  encore  de  la  matiere  organique.  En  evaporant 
et  en  traitant  apres  avec  du  sulfate  d'ammonium  j'ai  toujours  obtenu 
un  liquide  absolument  incolore^). 


1)  Ann.  chem.  phys.  [3],  II,  47  (1841). 

^)  Loc.  cit. 

^)  Apres  que  j'eus  ecrit  ceci,  on  a  donne,  a  la  Ghemiker  Zeitung  no  47, 
1902,  le  compte-rendu  d'une  seance  tenue  a  Leeds  le  26  mai  1902  par 
la  Society  of  Chemical  Industry,  section  d'Yorkshire.  a  laquelle  M  A.  J, 
Murphy  a  attire  rattention  sur  le  meme  fait:  la  necessite  de  la  des- 
truction complete,  par  oxydation,  des  matieres  organiques,  avant  le 
dosage  a  I'appareil  de  Marsh,  pour  arriver  a  des  resultats  s'accordant 
entre  eux  et  qu'autrement  on  n'obtiendra  pas.  Au  meme  endroit  M. 
W.  Ackroyd  deconseille  Temploi  d'anneaux  d'arsenic  comme  ^standards" 
croyant  avoir  remarque  qu'ils  se  presentent  avec  des  couleurs  varices 
d'apres  la  vivacite  du  degagement  d'hydrogene.  D'apres  ce  que  je  viens 
de  dire  plus  haut,  cette  objection  n'est  bien  fondee  qu'au  cas  oil  on  ne- 
glige les  precautions  deja  indiquees  en  se  servant  de  I'appareil  de  Marsh. 
Si  on  les  observe,  le  degagement  d'hydrogene  se  fera  toujours  avec  la 
meme  vivacite  pour  la  meme  teneur  en  arsenic. 


1 


Apres  avoir  constate  que  cette  methode  d'oxydation  peut  servir 
avec  utilite,  j'ai  passe  a  des  experiences  pour  reconnaitre  I'influence 
que  pourra  exercer  la  variation  des  manipulations. 

J'ai  commence  par  determiner  les  quantites  d'acide  azotique  neces- 
saires  a  I'oxydation  de  100^^  de  biere  selon  que  I'oxydation  avait  lieu 
dans  une  fiole  de  200^*^  ou  dans  une  capsule  de  porcelaine  decou- 
verte,  et  selon  que  les  volumes  d'acide  azotique  additionnes  a  la  fois 
etaient  plus  au  moins  grands.  En  meme  temps  on  a  observe  le  temps 
necessaire  aux  diff6rentes  oxydations. 

A  toutes  les  experiences  on  commenqait  I'oxydation  par  20  ^<^ 
d'acide  azotique  et  b^^  d'acide  sulfurique.  Voici  les  volumes  d'acide  azo- 
tique supplementaires  qu'il  afallu  ajouter  pour  obtenir  I'oxydation  complete: 


Quantite  d'a- 

Duree de 

Experiences 

Acide  azotique 
additionne 

cide  azotique 

employe 

en  cc 

I'oxydation 
en  heures 

Dans  une  fiole  de  200'^'' 

en  une  fois 

25 

2V2 

—           —          —      

par  2^^ 

15 

2 

Dans  une  capsule  de  porcelaine. . 

25  +  25  +  10+10 

+  5  +  5  +  5^^^ 

85 

2V4 

—           ~-~             —            . . 

par  2^« 

50 

IV2 

On  voit  done  que  I'oxydation  dans  une  capsule  de  porcelaine  deman- 
dait  beaucoup  plus  d'acide  azotique  que  dans  une  fiole,  et  comme  la 
duree  des  experiences  ne  variait  pas  beaucoup,  il  faut  aux  dosages  pr§- 
ferer  I'oxydation  dans  une  fiole  ^). 

On  voit  encore  de  ces  experiences  que  I'oxydation  s'opere  au 
moyen  de  quantites  d'acide  azotique  moins  grandes  quand  on  ajoute 
I'acide  par  de  petites  doses  de  ^^^  que  lorsqu'on  I'additionne  par  des 
quantites  plus  grandes  de  25<^^  Mais  I'addition  par  de  petites  doses 
etant  un  travail  penible  et  desagreable  lorsqu'il  s'agit  de  beaucoup 
d'analyses  simultanees,  je  pref^rais  d'ajouter  I'acide  en  grandes  parties 
en  commengant  par  30 <^^  et  en  descendant,  vers  la  fin  de  I'oxydation, 
a  des  quantites  de   10  a  '2^^. 

Avant  I'oxydation  il  fallait  evaporer  les  100^^  de  biere  de  chaque 
experience.  Des  experiences  ont  montre  que  I'oxydation  s'opere  le 
plus  tranquillement  si  on  ^vapore  a  la  moitie  du  volume.     Rien  n'em- 

1)  Quoique  tout  verre  contienne  de  I'arsenic,  il  ne  m'etait  jamais  possible 
d'en  constater  Tintroduction  dans  I'analyse  en  employant  des  fioles 
d'lena  a  I'oxydation  au  moyen  de  I'acide  azotique. 
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peche  de  faire  evaporer  dans  une  capsule  de  porcelaine,  mais  en  se 
servant  de  la  fiole  dans  laquelle  I'oxydation  aura  lieu  plus  tard,  on 
economisera  naturellement  du  travail.  L^inconvenient  en  est,  cependant, 
qu'avant  I'^bullition  de  la  biere  il  se  forme  une  forte  6cume  qui  souvent 
sort  du  col  en  debordant  et  qu'il  n'est  pas  facile  de  r^primer. 

On  pr^vient  cette  formation  d'ecume  par  I'addition  d'acide  tannique 
ou,  mieux  encore,  d'acide  azotique:  15  a  20  gouttes  d'acide  azotique 
concentre  par  100^*^  de  biere  donnaient  le  meilleur  resultat.  Par 
I'addition  de  cette  quantite  la  biere  entre  en  ebullition  sans  la  moindre 
formation  d'ecume,  s'evaporant  par  I'ebullition  dans  les  fioles  oblique- 
ment  posees  aussi  vite  qu'en  capsule  de  porcelaine.  Quand  on  ajoute 
une  quantite  plus  forte  d'acide  azotique,  5^*^  par  exemple,  la  biere  entre 
en  ebullition  sans  formation  d'ecume,  mais,  evaporee  a  la  moitie  en- 
viron de  son  volume,  elle  a  souvent  une  tendance  a  faire  explosion 
en  lanqant  tout  le  contenu  par  le  col.  Au  contraire,  une  quantite 
moins  grande  que  15  gouttes  d'acide  azotique  ne  suffit  pas  toujours  a 
prevenir  la  formation  de  I'ecume. 

Apres  I'addition  de  15  a  20  gouttes  d'acide  azotique  la  biere  est 
Evaporee  au  volume  de  60  —  50*=^.  Si  on  mene  plus  loin  I'evaporation, 
I'oxydation  commencera  souvent,  apres  qu'on  aura  ajoute  de  I'acide 
azotique  et  de  I'acide  sulfurique,  avec  une  violence  tellement  grande 
que  le  refroidissement  instantane  de  la  fiole  sera  necessaire  pour  em- 
pecher  le  debordement  du  contenu. 

Apres  quelques  essais  d'orientation  j'ai  prefere  d'employer  pour 
I'oxydation  meme  30*^^  d'acide  azotique  concentre  et  10*^^  d'acide  sul- 
furique concentre.  Quand  on  emploie  moins  de  30^^  d'acide  azotique  — 
soil,  par  exemple,   10^^  — ,  I'oxydation  ne  se  passe  pas  sans  agitation. 

Voici  les  resultats  de  recherches  faites  d'apres  la  methode  de 
I'acide  azotique  sous  cette  forme: 


Essais 

Anneau  d'arsenic 

Controle : 
100 '^^  de 

45^*^  HN03  -1-  10*=*=  H^  SO*  +  {NH*)^  SO*  . . 
biere  de  conserve  

aucun 

100*=*^    - 
100'^   - 

_       .       _    -f  Vioo""^  d'arsenic 

_.__}_  i/a^mg          _      

=  Vioo  ™^  d'arsenic 

100  ^'^   - 

_        .         _      _L   i/iomg            _        

<  Viol's         — 

100  ^'^   - 

_    .     _  _)_  l/g^g      _    

<    Vs"^^         - 

Gomme,  dans  ces  essais,  I'arsenic,  apres  I'oxydation  au  moyen  de 
I'acide  azotique,  se  presente  sous  la  forme  d'acide  arsenique,  j'ajouterai 
que  des  essais  directs  ont  montre  que  I'arsenic  sous   cette  forme  donne 
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exactement  le  meme  anneau  que  la  meme  quantite  d'arsenic  sous  la 
forme  d'acide  ars6nieux.        • 

Ainsi  done,  quand  meme  les  anneaux  d'arsenic,  obtenus  par  cette 
forme  de  la  methode  de  I'acide  azotique,  n'etaient  pas  tout  aussi  grands 
que  ceux  de  I'echelle  normale,  ils  en  etaient  assez  pres  pour  exclure 
tout  jugement  errone,  qu'il  s'agisse  de  petites  ou  de  plus  grandes 
quantites  d'arsenic.  Gomme  d'ailleurs  ce  procede  depasse  en  exacti- 
tude toutes  les  autres  methodes  essayees  par  moi,  ce  fut  elle  que  nous 
avons  choisie  pour  la  recherche  definitive  d'arsenic  dans  les  bieres 
danoises  (R6sultats  v.  p.  131). 

Voici,  en  resume,  la  maniere  de  proc6der  .en  se  servant  de  la 
methode  de  I'acide  azotique: 

On  debarrasse  la  biere  de  I'exces  d'acide  carbonique  en  agitant 
dans  un  grand  flacon  a  large  ouverture  bouche  a  I'emeri.  On  la  verse 
sur  un  filtre  plisse  qui  retient  I'ecume  formee  par  I'agitation.  Pour 
chaque  dosage  on  enleve  avec  une  pipette  100*^^  de  biere,  qu'on  met 
dans  une  fiole  d'lena  de  200*^^^  de  capacite;  puis  on  ajoute  15  gouttes 
d'acide  azotique  concentre.  La  fiole  est  inclinee  sur  un  bee  d'Argand 
(pourvu  d'une  cheminee  de  terre),  comme  pour  les  dosages  d'azote  de 
Kjeldahl.  On  evapore  pendant  une  heure  jusqu'a  60*^^.  Apres  le 
refroidissement ,  la  biere  est  prete  a  etre  oxydee.  On  ajoute  30^*^ 
d'acide  azotique  concentre  et  10^^  d'acide  sulfurique  concentre.  En 
laissant  reposer,  I'oxydation  commencera  toute  seule  au  bout  de  quelque 
temps;  cependant,  on  fera  bien  de  I'aeeelerer  en  chauffant  doueement 
et  avec  precaution.  A  I'ordinaire,  I'oxydation  commence  d'un  coup  et 
avec  violence,  accompagnee  de  vapeurs  nitreuses.  Aussi  faut-il  eteindre 
la  flamme  aussitot  apres  la  production  de  cette  reaction.  On  rallume 
le  bee  au  bout  de  quinze  minutes.  Apres  quelque  temps  d'ebullition 
le  contenu  de  la  fiole  commence  a  s'assombrir.  On  ajoute  encore 
30^^  d'acide  azotique.  On  continue  d'additionner  ainsi  des  quantites 
convenables  d'acide  azotique  jusqu'a  ce  que  le  liquide  cesse  de  se  brunir 
quand  on  evapore  jusqu'a  I'apparition  de  vapeurs  sulfuriques.  Ainsi 
que  nous  avons  dit  plus  haut,  on  ajoute  encore,  pour  plus  de  surety, 
quelques  centimetres  cubes  d'acide  azotique  et,  au  bout  d'un  quart  d'heure, 
trois  ou  quatre  spatules  —  environ  0.g^5  en  tout  —  de  sulfate  d'ammonium 
solide.  Apres  trois  quarts  d'heure  d'ebullition  I'operation  est  finie:  la 
solution  est  prete  a  etre  essayee  a  I'appareil  de  Marsh.  La  sensibilite 
est  de  1  :  10,000,000,  c'est  a  dire:  on  pourra  constater  la  presence 
de  Vioo'^g  d'arsenic  en   100<=«  de  bi^re^). 


I 


^)   Voici.  au  contraire,  la  niethocfe  des  recherches  d'arsenic  dans  les  bieres 
recommandee   par   The   Conjoint  Committee:    dans    un    creuset  de 
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Deniges^)  propose  d^employer  a  Poxydation  des  matieres  orgaiii- 
ques  de  I'acide  azotique  et  une  solution  contenant  2  p.  c.  de  perman- 
ganate de  potassium.  Gependant,  un  essai,  fait  ainsi,  ne  paraissait  pre- 
senter aucun  avantage  ni  pour  I'economie  de  la  duree  de  I'operation 
ni  pour  Teconomie  de  I'acide. 

Voici  un  autre  essai  de  I'emploi  d'acide  azotique  et  de  permanganate 
de  potassium :  comme  a  I'ordinaire  la  biere  evaporee  est  oxydee  au  moyen 
de  30*^^  d'acide  azotique  et  de  10^^  d'acide  sulfurique  jusqu'a  la  colo- 
ration sombre.  On  acheve  I'oxydation  en  ajoutant  du  permanganate 
de  potassium  solide,  puis  on  decolore  au  moyen  d'acide  oxalique  (2s^). 
L'oxydation  faite  ainsi  demande  beaucoup  moins  de  temps  que  si  on 
emploie  I'acide  azotique  seul,  et  on  n'emploie  que  B^i"  de  permanganate 
de  potassium  contre  24^^  que  demande  la  methode  de  M.  H.  Reddelien. 
Mais  a  I'^vaporation  jusqu'a  la  production  de  vapeurs  sulfuriques  pour 
chasser  I'acide  azotique  il  s'est  produit  des  soubresauts  tellement  violents 
par  suite  des  sulfates  que  contient  le  liquide,  qu'il  a  fallu  cesser  I'operation. 


4.    Methode  de  precipitation  d^apres  Reinseli. 

Nous  avons  dit  que  cette  methode  a  ete  elabor^e  surtout  en  Angle- 
terre  pour  servir  aux  recherches  des  bieres  par  MM.  A.  Chapman, 
Alf.  H.  Allen,  E.  Jones,  The  Commission  to  the  Manchester 
Brewers'  Central  Association^).  Tons  ils  font  bouillir  la  biere 
avec  du  cuivre  poli.  Ils  caracterisent  le  depot  de  cuivre  soit  en  chauf- 
fant  le  cuivre  dans  un  tube  etroit  ferme  d'un  bout  (Chapman,  Allen, 
Commission),  soit  en  faisant  dissoudre  le  depot  d'arsenic  pour  le  doser 
en  precipitant  par  I'hydrogene  sulfure  et  en  pesant  (E.  Jones). 

De  ces  methodes,  la  premiere  n'est  qu'une  epreuve  qualitative 
d'arsenic.  On  en  indique  la  sensibilite  a  1  :  2,000,000  soit  Vio°^^ 
d'arsenic  en  200^*^.  En  faisant  un  essai  avec  cette  quantite  j'ai  ob- 
tenu  un  depot  distinct  noir,  dont  j'ai  essaye  la  caracterisation  en  su- 
blimant  dans  un  tube  etroit  suivant  les  indications  de  la  Commission 


porcelaine  on  chauffe  10^^  de  la  matiere  sur  un  bain  de  sable  avec 
10 — 15^*^  d'acide  azotique  jusqu'a  la  cessation  des  vapeurs  rutilantes 
d'acide  hypoazotique.  On  ajoute  3^^  d'acide  sulfurique  concentre  en 
chauffant  jusqu'au  commencement  de  la  carbonisation.  Gela  fait,  on  addi- 
tionne  encore  5^*^  d'acide  azotique.  On  continue  de  chaufifer  pour  chas- 
ser tout  I'acide.  On  epuise  le  residu  noir  et  carbonise  avec  de  I'acide 
chlorhydrique  etendu,  et  lave  a  I'eau.  Le  filtre,  qui  doit  etre  parfaite- 
ment  incolore,  est  evapore  a  30^*^   et  examine  a  I'appareil  de  Marsh. 

1)  Ref.  Ghem.  Gentr.  Blatt,  LXXII,  2.  P.  956  (1901). 

'^)  Loc.  cit. 
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sans  reussir  a  obtenir  un  sublime  de  cristaux  d'anhydride  arsenieux 
reconnaissable  sous  le  microscope. 

Au  contraire,  le  procede  de  Reinsch  a  ete  employe  par  M. 
E.  Jones^)  pour  doser  I'arsenic  dans  la  biere.  II  fait  bouillir  celle-ci 
avec  de  I'acide  chlorhydrique  et  deux  rouleaux,  I'un  apres  I'autre,  de  toile 
metallique  de  cuivre,  en  maintenant  Tebullition  avec  un  rouleau  pendant 
une  heure  et  apres  avec  I'autre  pendant  une  demi-heure.  On  dissout 
]e  depot  d'arsenic  en  traitant  les  rouleaux  de  cuivre  avec  5*=^  d'une 
solution  normale  d'hydrate  de  sodium  et  3 — 4  gouttes  d'une  solution 
contenant  10  p.  c.  de  bioxyde  d'hydrogene.  L'arsenic  est  precipite  de 
la  solution  au  moyen  d'hydrogene  sulfure  et  pese  sous  la  forme  de 
trisulfure  d'arsenic. 

Gependant,  ce  serait  un  grand  avantage  si,  au  lieu  de  doser 
I'arsenic  sous  la  forme  de  trisulfure  d'arsenic  et  de  peser  ce  dernier, 
on  pouvait  doser  la  solution  du  depot  d'arsenic  dans  la  solution  alcaline 
de  bioxyde  d'hydrogene  directement  a  I'appareil  de  Marsh.  On  a  fait 
quelques  essais  dans  ce  but.  II  s'en  suivait  que  cela  pourrait  se  faire 
avec  un  resultat  assez  satisfaisant  si  la  solution  a  examiner  etait  exempte 
de  matiere  organique,  mais  pas  autrement. 

1)  En  effet,  si  pendant  une  heure  on  faisait  bouillir  avec  25*^*^ 
d'acide  chlorhydrique  concentre  et  un  rouleau  de  cuivre  200  ^'^  de 
biere,  evaporee  a  la  moitie  de  son  volume,  +  Vzo"^^  d'arsenic,  la 
solution  d'un  ton  brun  noir,  obtenue  en  traitant  le  rouleau  de  cuivre  avec 
une  solution  d'hydrate  de  sodium  et  de  bioxyde  d'hydrogene,  ne  donnait, 
a  I'essai  direct  a  I'appareil  de  Marsh,  qu'un  anneau  d'arsenic  egal  a 
environ  ^/loo^s   d'arsenic. 

2)  Si,  au  contraire,  on  faisait  bouillir  avec  de  I'acide  chlorhydrique 
et  un  rouleau  de  cuivre  100^<^  d'eau  +  Vzo"^^  d'arsenic  on  obtenait, 
apres  le  traitement  avec  I'hydrate  de  sodium  et  le  bioxyde  d'hydrogene, 
un  liquide  limpide  comme  de  I'eau  et  qui  donnait  un  anneau  d'arsenic 
egal  a  ^/ao™^  d'arsenic. 

3)  De  meme,  100<^<^  d'eau  bouillant,  sans  addition  d'arsenic,  pen- 
dant une  heure  avec  25 '^^  d'acide  chlorhydrique  et  un  rouleau  de  cuivre, 
donnaient,  apres  le  traitement  avec  I'hydrate  de  sodium  et  le  bioxyde 
d'hydrogene,  une  solution  qui,  essayee  a  I'appareil  de  Marsh,  donnait 
un  anneau  d'arsenic  egal  a  ^/loo™^  d'arsenic. 

4)  En  dosant  I'arsenic  de  50^*^  d'acide  chlorhydrique,  en  I'evaporant 
avec  de  I'eau  (50  ^<=)  et  de  I'acide  azotique  (20 <=^)  et  de  I'acide  sulfurique 
(10^^)  jusqu'k  remission  de  vapeurs  sulfuriques,  puis  faisant  bouillir  avec 
du  sulfate  d'ammonium,  on  obtenait  un  anneau  d'arsenic  egal  a  Vioo™^ 

^)  Loc.  cit. 
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d'arsenic.  Done  25^^  d'acide  chlorhydrique  contenaient  ^/2oo™s  d'ar- 
senic. II  s'ensuit  que  la  moitie  du  contenu  d'arsenic  de  3)  provient  du 
rouleau  de  cuivre  et  de  I'hydrate  de  sodium  et  du  bioxyde  d'hydrogene. 
Ge  resultat  s'accorde  avec  le  fait 

5)  qu'en  traitant  le  rouleau  de  cuivre  de  la  maniere  indiquee  avec 
une  solution  alcaline  de  bioxyde  d'hydrogene  on  obtenait  un  anneau 
6gal  a  •^/2oo""^  d'arsenic. 

Pour  essayer  si,  dans  I'essai  1),  la  precipitation  etait  complete  ou 
non,  on  a  oxyde  la  solution  brune  noire  jusqu'au  point  ou  elle  etait 
limpide  comme  de  I'eau.  En  effet,  il  etait  naturel  de  supposer  que 
c'etaient  les  matieres  organiques  de  la  solution  coloree  qui  avaient  em- 
peche  le  dosage  de  I'arsenic  dans  I'appareil  de  Marsh.  II  etait  facile 
d'obtenir  I'oxydation  et  la  decoloration  de  la  solution  brune  noire  en 
additionnant  a  la  solution  chaude  du  permanganate  de  potassium  so- 
lide  et  de  I'acide  sulfurique  et  en  decolorant  avec  des  cristaux  d'acide 
oxalique.  On  obtenait  ainsi  un  liquide  absolument  limpide  comme  d,e 
I'eau.  A  I'essai  de  I'appareil  de  Marsh  il  donnait  un  anneau  d'arsenic 
egal  a  ^/so™^  d'arsenic  si  on  avait  mis  a  I'essai  200^^  de  biere 
additionnee  de  ^/2o°^s  d'arsenic. 

Le  tableau  suivant  donne  les  resultats  d'essais,  faits  de  cette 
maniere,  de  bieres  contenant  une  quantite  connue  d'anhydride  arse- 
nieux. 


Essais 

Anneau  d'arsenic 

Trouve 

Gontrole:  2  rouleaux  de  cuivre  bouil- 
lis  avec  100  ^'^  d'eau  +  25 '^^   d'a- 
cide chlorhydrique ,  . 

200 '^'^  de  biere 

^  V5o°'^    d'arsenic 

=  env.Vio^§  - 
=    -      Vs^S  - 

rien 

200^^ f-  Vso^^s  d'arsenic. .  . . 

200^^    -      _  +  2/^  mg        _ 

Vso"'^  d'arsenic 
2/5  mg          _ 

D'apres  ceci  la  methode  paraissait  assez  satisfaisante  et  bien  faite 
pour  servir  a  des  dosages  de  controle  a  cote  de  la  methode  d'oxydation 
au  moyen  de  I'acide  azotique.  Gependant,  a  cause  de  I'arsenic  contenu 
dans  I'acide  chlorhydrique  —  I'essai  de  controle  donnant  Vso"^^  d'arsenic  — 
elle  ne  convient  pas,  nous  venons  de  le  dire,  au  dosage  exact  de 
quantites  au-dessous  de  ^/so"^^  d'arsenic. 

Restait    encore    a    essayer    I'indication    de   M.  A.  All  en  ^)    suivant 


^)  The  Analyst  XXVI,  10  (1901). 
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laquelle  Tarsenic  qu'on  trouve  sous  la  forme  d'acide  arsenique  doit  etre 
reduit  a  Tacide  arsenieux  avant  la  precipitation  d'apres  Reinsch.  On  y 
arrive  facilement  en  faisant  bouillir  avec  une  solution  chlorhydratee  de 
chlorure  cuivreux.  Voici  les  resultats  obtenus  en  essayant  de  la  biere 
avec  et  sans  chlorure  cuivreux,  apres  qu'on  I'eut  additionnee  d'acide 
arsenique  et  fait  bouillir  avec  une  toile  metallique  de  cuivre  poll: 


Essais 

Faisant 
bouillir 

Anneau 
d'arsenic 

Arsenic 
trouve 

Controle:  25 '^'^  H  Gl+10'^  d'une  solution 
contenant  10  p.  c.  de  Gu^  GP 

avecduGu^'GP      Vioo^s 

200*^^    de  biere  +  Vso^^^  As  (As^  0'). .  . . 
200^^     -      -    +  Vso'^^             —       .... 
200"'^     -      -    4-   Vb"^^             -       .... 
2(W     -      -    +   V5™^             -       .... 

sans          — 
avec        — 
sans         — 

2/^mg 

2/5  mg 

Ainsi  il  ne  faut  pas  laisser  d'ajouter  du  chlorure  cuivreux  en  pre- 
sence de  quantites  considerables  d'acide  arsenique.  Au  contraire,  pour 
des  quantites  peu  importantes  comme  ^/50^s  on  peut  s'en  passer. 

Voici  done  quel  sera  le  procede  a  suivre  pour  la  recherche  d'ar- 
senic dans  les  bieres  d'apres  la  methode  de  Reinsch  ainsi  modifiee 
et  jointe  a  I'appareil  de  Marsh. 

On  evapore  200  ^'^  de  biere  jusqu'a  la  moitie  de  son  volume  dans 
une  fiole  inclinee  de  300^^  de  capacite.  On  fait  bouillir  pendant 
une  heure  apres  avoir  ajoute  25 '^^  d'acide  chlorhydrique  concentre  pur, 
lO*^'^  d'une  solution  chlorhydratee  contenant  lOp.  c.  de  chlorure  cuivreux 
et  un  rouleau  de  toile  metallique  de  cuivre  poH  (2^/2  X  9 '^°^).  On  enleve  le 
rouleau  qu'on  remplace  par  un  deuxieme  rouleau,  avec  lequel  on  fait  bouillir 
pendant  une  demi-heure.  On  lave  avec  precaution  les  deux  rouleaux 
a  I'eau;  puis  on  chauffe  dans  une  eprouvette  avec  5<^^  d'une  solution  nor- 
male  d'hydrate  de  sodium  et  5  gouttes  d'une  solution  contenant  10  p.  c. 
de  bioxyde  d'hydrogene.  On  verse  la  solution  du  depot  d'arsenic  et 
i'eau  de  lavage  des  rouleaux  de  cuivre  —  en  tout  environ  75^^^  — 
dans  une  fiole  de  300^^  de  capacite.  On  y  ajoute  du  permanganate 
de  potassium  solide  et  5*^^  d'acide  sulfurique  concentre.  Puis  on  chauffe, 
et  on  decolore  au  moyen  de  cristaux  d'acide  oxalique.  Le  liquide 
limpide  comme  de  I'eau  qu'il  faut  obtenir,  sert  directement  au  dosage  a 
I'appareil  de  Marsh^). 


^)  On  peut  nettoyer  les  rouleaux  de  cuivre  employes  pour  s'en  servir  a  de 
nouveaux  essais  en  les  traitant  avec  de  I'acide   azotique  dilu6.    L'acide 
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Neanmoins  lorsque ,  plus  tarcl ,  on  faisait  une  longue  serie  de  re- 
cherches  sur  les  bieres  en  se  servant  tantOt  de  cette  methode,  tantot 
de  la  methode  de  I'acide  azotique,  on  constatait  que  la  methode 
de  Reinsch  n'etait  pas  toujours  absolument  sure:  a  quelques-unes  des 
essais  la  precipitation  de  I'arsenic  n'etait  pas  complete.  La  cause  en 
etait-elle  une  petite  difference  a  la  preparation  des  rouleaux  de  cuivre 
ou  bien  une  difference  a  la  force  de  I'ebullition,  c'est  ce  qui  reste  in- 
certain.  Mais  comme  I'economie  de  duree  qu'on  pourrait  gagner  peut- 
etre  en  se  servant  de  cette  methode  plutot  que  de  I'oxydation  au 
moyen  de  I'acide  azotique  n'etait  que  peu  importante,  cette  derniere 
methode  etait  absolument  preferable  a  cause  de  sa  surete. 

5.    Methode  de  distillation. 

Gette  methode,  indiquee  par  MM.  Schneider  et  Fyfe^)  et 
modifiee  plus  tard  par  M.  E.  Fischer^);  trouve,  ainsi  que  nous  I'avons 
dit  plus  haut,  une  application  etendue  aux  recherches  d'arsenic.  Nous 
avons  fait  les  essais  suivants  pour  en  eprouver  Tutilite  au  dosage  de 
petites  quantites  d'arsenic  dans  les  bieres: 

On  evapore  200^^  de  biere  dans  une  capsule  de  porcelaine.  On 
y  ajoute  50^^  d'acide  chlorhydrique  et  20^^  d'une  solution  saturee  de 
chlorure  ferreux.  On  porte  ce  liquide  dans  un  matras  pour  la  dis- 
tillation fractionnee  de  500^^  de  capacite  pourvu  d*un  bouchon  de 
liege.  Le  volume  total  du  liquide  sera  ainsi  de  150^*^  a  peu  pres. 
On  en  distille  J  00^*^  qu'on  evapore  dans  une  capsule  de  porcelaine 
additionnant  20^^  d'acide  azotique  et  5^^  d'acide  sulfurique  pour  chas- 
ser  I'acide  chlorhydrique.  On  evapore  jusqu'a  la  production  de  vapeurs 
sulfuriques;  puis  on  fait  bouillir  avec  du  sulfate  d'ammonium.  On  porte 
la  solution  a  I'appareil  de  Marsh  pour  I'y  doser. 


Essais 

Anneau 
d'arsenic 

Arsenic 
trouve 

Gontrole:  50'^  de  H  Gl  -f  20 '^  de  Fe  GF  en  solution 
200^^  de  biere 

rien 

200^^ [.  Vso'^^  d'arsenic 

Vso"'^ 

200*=^ \-  Vio""^        - 

^720^^^ 

200^*^ h    Vs""^        — 

=-   1/6  "'^ 

detache   le  depot  brun  produisant  une  surface  parfaitement  polie.    On 
rince  a  I'eau  et  conserve  les  rouleaux  dans  de  I'eau  faiblement  chlorhydratee. 

^)  Loc.  cit. 

')  Loc.  cit. 

9* 
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Ainsi  done,  pour  de  petites  quantites  d'arsenic  on  retrouve  tout 
I'arsenic  additionne,  tandis  que  pour  des  quantites  assez  considerables 
—  Vio— ^/s"*^  d'arsenic  — ,  on  ne  retrouvait,  par  une  seule  distilla- 
tion, que  la  moiti^,  a  peu  pres,  de  la  quantite  d'arsenic  presente.  Gette 
m^thode  n'egale  done  pas  non  plus,  pour  I'exactitude ,  la  methode 
d'oxydation  au  moyen  de  I'acide  azotique. 


Je  crois  avoir  compris,  dans  ce  qui  precede,  toutes  les  methodes 
de  dosage  de  petites  quantites  d'arsenic  desquelles  il  pent  etre  ques- 
tion dans  ces  recherches.     En  voici  le  resultat: 

i^  Vappareil  de  Marsh  sous  la  forme  decrite  pp.  112 — 116  avec 
Vemploi  de  zinc  et  d^acide  sulfurique  purs  convient  parfaitement  au 
dosage  de  petites  quantites  d'arsenic,  pourvu  que  celui-ci  ne  se  trouve 
pas  combine  avec  des  matieres  organiques  ou  des  sels  en  quantite  deme- 
surement   grande. 

2^  L'acide  sulfurique  concentre  est  le  meilleur  moyen  de  dessicca- 
tion  de  Vhydrogene  arsenie,  pourvu  qu'a  chaque  essai  on  emploi.e  la 
meme  quantite  de  nouvel  acide  sulfurique. 

5"  Le  tube  d'essai  doit  etre  maintenu  au  rouge  sombre. 

4P  Des  differ entes  methodes  essay ees  pour  donner  a  V arsenic  la 
forme  convenable  a  son  dosage  au  moyen  de  Vappareil  de  Marsh  la 
plus  sure  et  la  plus  exacte  c'est  Voxydation  au  moyen  d'acide  azotique 
et  d'acide  sulfurique,  executee  de  la  maniere  decrite  plus  haut  (p.  124) 
avec  Vemploi  du  sulfate  d' ammonium  pour  chasser  les  composes  oxy- 
genes  de  Vazote. 


Nous  finirons  en  donnant  au  tableau  suivant  les  resultats  d'une 
serie  de  recherches  sur  les  bieres  de  Gopenhague  a  fermentation  basse  et 
a  fermentation  haute,  ainsi  que  de  quelques  bieres  anglaises.  La  me- 
thode de  dosage  employee  est  la  methode  de  I'acide   azotique. 

Pour  chaque  essai  on  a  employe  100^^  de  biere.  A  la  deuxieme 
eolonne  du  tableau  on  trouvera  la  quantite  d'aeide  azotique  consumee 
a  I'oxydation  complete  de  chaque  echantillon.  La  troisieme  eolonne 
monlre  la  grandeur  de  I'anneau  d'arsenic  directement  trouve.  La  der- 
niere  eolonne  indique  la  teneur  en  arsenic  des  echantillons  examines, 
obtenue  en  deduisant  la  teneur  en  arsenie  de  I'essai  de  controle  de 
I'arsenic  trouv6  directement.  Dans  les  cas  ou  la  quantite  indiquee  par 
I'anneau  d'arsenic  n'atteignait  pas  Vsoo^s  d'As  la  teneur  de  I'echan- 
lillon  examine  a  6t6  mise  §gale  a  zero.    En  effet,  il  est  impossible  d'ar- 
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river  a  un  dosage  sur  de  quantites  d'arsenic  tellement  pelites  au 
moyen  de  I'appareil  de  Marsh  sous  la  forme  decrite  ici;  puis,  ainsi 
qu'il  resulte  de  la  troisieme  colonne  du  tableau,  la  methode  d'oxyda- 
tion  ne  permet  pas  de  constater  avec  exactitude  des  quantites  au-des- 
sous  de  ^/20o^s  d'As.  Par  consequent,  la  sensibilite  de  la  methode 
est  evaluee  a  ^/loo'^^  d'As  en  100^^   de  biere. 


Marque  de  la  biere 


Quantite  d'acide 
azotique  consume 


Anneau 
d'arsenic 


Arsenic 
trouve 


Bieres  k  fermentation  basse: 

Gontrole:  lOcc  deH^  SO*  +  (NH*)^  SO* 
Gl.  Garlsberg :  Imperial  Stout 

ibid.  Export  Beer 

ibid.  Biere  de  conserve 

ibid.  Biere  de  Pilsner 

Ny  Garlsberg:  Double  Brown  Stout. . . . 

ibid.  Export  Beer 

ibid.  Biere  de  conserve 

ibid.  Bi^re  de  Pilsner 

Tuborgs  Fabrikker:   Biere  de  conserve 

ibid.  Biere  de  Pilsner. . 

De  forenede  Bryggerier :  Alliance  Double 

Brown  Stout 

Bieres  k  fermentation  haute: 

De    forenede    Bryggerier:    Vrai  extrait 
de  malt 

bid.  Vraie  biere  a  couronne. . . 

bid.        Pilsner  a  couronne 

bid.  Bi^re  centrale  prem.  qual. 

bid.  Bi6re  blanche  centrale  no.  1 

bid.  Biere  de  mer  centrale  no.  1 
Kbh.Bryg.ogMalterier:  Bi^re  a  couronne 

bid.  Pilsner  a  fermentation  haute 

bid.  Biere  blanche  prem.  qual. 

bid.       Biere  blanche  no.  1 

bid.       Biere  de  mer  no.  1 

Bieres  anglaises: 

Bass  &  Go:  Imperial  Stout  (B  771) 

ibid.        Pale  Ale 

Guinness:  Extra  Stout 

Whitbread  &  Go:  Stout 


en  centimetres  cubes 


30  +  30 

30  + 

30  + 

30  + 

30  +  30 

30  +  30 

30  +  30 

30 

30  +  30 

30 


75 

+  30+15 

30+15 

30+15 

30+15 

+  30+15 

+  15+15 

+  15  +  15 

+  30 

+  15  +  15 

+  30 


30  +  30  +  30+15 


30  +  30  +  30  +  15 
+  15  +  15 
30  +  30  +  15 
30  +  30+15 
30  +  30  +  15 
30  +  30+15 
30  +  30  +  15 

30  +  30  +  15  +  15 

30  +  30+15 

30  +  30  +  15 

30  +  30  +  15 

30  +  30 


30  +  30  +  30 

+  15+15 

30  +  30+15 

30  +  30  +  30+15 

30  +  30  +  30 


mg.  d'As 


/200 
^/200 

V200 

0 

V200 

V200 

V200 

V200 

^/200 
^/200 
V2OO 

*/200 


V2OO 

V2OO 

^/200 

0 

^/200 

0 

V200 

0 

V200 

0 

^/zoo 


*/ioo 

VlOO 
^/200 
VlOO 


mg.  d'As 


aucun 


flOO 
/lOO 

/200 

/lOO 


1 
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11  resulte  de  ces  analyses  que  des  bieres  de  toutes  les  brasseries 
de  Gopenhague  —  qu'il  s'agisse  de  bieres  a  fermentation  basse,  de 
bieres  a  fermentation  haute,  ou  meme  des  bieres  les  plus  riches  en 
extrait  de  malt  -  pas  une  ne  contenait  la  moindre  trace  d'arsenic. 
Au  contraire,  on  en  constatait  une  trace  minime  et  sans  importance 
dans  les  bieres  de  plusieurs  des  brasseries  anglaises  les  plus  impor- 
tantes.  Ge  fait  tient  peut-etre  a  la  construction  particuliere  des  tourail- 
les  anglaises. 


Juillet  1902. 


,-" 


Etudes  sur  les  enzymes  proteolytiques  de  Forge 
en  germination  (dn  malt)^). 

Par 
Fr.  Weis. 

I. 
Introduction. 


Historique  de  la  question.    Le  Probleme. 

JLorsqu'a  la  demande  de  mon  chef  de  laboratoire  defunt,  le  pro- 
fesseur  Johan  Kjeldahl,  j'ai  entame  ce  travail  (novembre  1898)  la 
litterature  ne  contenait  que  des  indications  tres  vagues  ou  absolument 
negatives  sur  I'existence  d'une  enzyme  proteolytique  dans  Torge  en 
germination  et  dans  le  malt.  Les  experiences  qui  avaient  donne  des 
resultats  positifs  a  ce  sujet,  avaient  ete  reproduites  par  d'autres  savants, 
qui  n'avaient  pu  les  confirmer. 

Mais  on  continuait  de  parler  de  I'enzyme  comme  d'une  chose 
existante,  soit  qu'on  eut  plus  de  confiance  dans  les  indications  positives, 
soit  qu'on  concluat,  par  analogic,  qu'une  telle  enzyme  devait  se  trouver 
dans  I'orge  en  germination.  On  lui  avait  meme,  d'avance,  donne  un 
nom:  la  peptase. 

En  effet,  on  avait  demontre  I'existence  d'enzymes  proteolytiques 
dans  differentes  autres  plantes:  la  papaine  dans  le  latex  de  Carica 
papaya  (Wurtz  1879,  Sidney  Martin  1883,  et  d'autres);  la  bro- 
meline  dans  le  fruit  d'Ananassa  sativa  (Marcano  1891,  Chittenden 
1894);  de  differentes  soi-disant  trypsines  vegetales,  parmi  lesquelles  il 
faudra,  d'apres  tout  leur  mode  d'action,  placer  aussi  les  deux  deja 
nommees;  on  les  trouve  dans  les  graines  non  germees  et  en  germina- 
tion des  vesces  (Gorup-Besanez  1874),  des  lupins  (Gorup-Besanez 
1874,  Green  1887J,  de  Ricinus  communis  (Green  1890);  dans  le 
fruit  de  Cucumis  utilissimus  (Green  1892);  dans  les  secretions  de 
plantes  insectivores  {Nepenthes,  Drosera,  Dioncea,  Pinguicula)  (Darwin 
1872  et  1888,  Hooker  1874,  Lawson-Tait  1875,  Vines   1877  et 


^)  These  publiee  et  soutenue,  pour  le  doctorat  es  sciences,   a  TUniversite 
de  Copenhague,  le  28  Novembre  1902. 
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1897,  et  d'autres)^).  —  On  savait  que,  pendant  la  transfoimation, 
dans  les  plantes,  des  albuminoides,  il  se  produit,  par  des  dedoublemenls 
souvent  profonds,  des  peptones  et  des  corps  amides  (v.  en  parliculier 
les  etudes  d'E.  Schulze  et  de  ses  eleves)  analogues  a  ceux  qui  se 
produisent  dans  I'organisme  animal  sous  Paction  du  sue  gastrique  et 
du  sue  pancreatique.  II  etait  done  naturel  de  supposer  que  des  en- 
zymes proteolytiques  etaient  generalement  r6pandues  dans  le  regne 
vegetal  et  specialement  que,  dans  I'orge  en  germination  et  dans  le 
malt,  il  y  en  avait  une  qui  aurait  de  T  importance  pour  la  germination 
et  qui,  entre  autres  choses,  determinerait  la  teneur  en  matieres  azotees 
du  mout  et  de  la  biere. 

II  est  vrai  qu'au  courant  de  1899  on  nia  categoriquement  I'ex- 
istence  de  cette  enzyme  (v.  plus  loin).  Mais  ces  denegations  n'avaient 
pour  effet  que  la  production  d'experiences  decisives  en  faveur  des 
indications  positives.     Au  courant  de   1900  ces  materiaux  abondent. 

Dans  le  resume  historique  qu'avant  de  parler  de  mes  propres  ex- 
periences je  vais  tracer  aux  pages  suivantes,  je  me  bornerai.  autant 
que  possible,  a  la  litterature  sur  des  enzymes  proteolytiques^)  dans  les 
grains  d'orge  mur  et  en  germination  et  dans  le  malt,  tout  tentant  qu'il 
soit  de  donner  un  aperqu  de  toutes  nos  connaissances  des  enzymes 
proteolytiques  du  regne  vegetal.  Mais  comme  Green,  dans  son  ex- 
cellent livre  deja  nomme  (The  soluble  ferments  and  fermentation),  vient 
d'en  donner  un,  ce  serait  aussi,  sans  doute,  superflu. 

Dans  leurs  ouvrages  de  1874  et  1875^),  Gorup-Besanez  et 
H.Will  ont  les  premiers  indique  la  presence  d'une  enzyme  proteo- 
lytique  dans  I'orge  en  germination.  lis  ont  examine  de  differentes 
semences,  surtout  celles  de  vesces,  mais  aussi  celles  de  I'orge  non 
germee  et  de  I'orge  en  germination.  La  derniere  etait  sous  la  forme 
de  malt  touraille  clair  et  de  malt  sech§  a  Pair. 

Voici  comment  ils  en  composent  des  preparations  d'enzyme:  On 
verse  de  Palcool  a  96  p.  c.  sur  des  grains  fmement  pulverises,  et  on 
laisse  reposer  pendant  48  heures.  Decantanl  Palcool,  on  fait  secher  a 
une  chaleur  douce.  La  poudre  sechee  est  intimement  melangee  avec 
de  la  glycerine  de  consistance  sirupeuse.  On  fait  agir  la  glycerine 
de   36    a   48    heures.     L'extrait    est    coule.     Le    restant    est    pressure 


^)  Voir  J.  Reynolds  Green:  The  soluble  ferments  and  fermentation.  Gam- 
bridge  1899,  p.  195.     On  y  trouve  aussi  une  bibliographie  detaillee. 

^)  Aucun  des  auteurs  qui  se  sont  occupes  de  cette  question  ne  suppose 
Pexistence  de  plus  d'une  enzyme  proteolytique  (la  peptase),  tandis  que 
je  pense  pouvoir  alleguer  de  fortes  raisons  pour  Pexistence  de  deux  en- 
zymes, pour  le  moins. 

«)  Gorup-Besanez  et  Will:  Ber.  d.  d.  chem.  Gesellsch.  VII,  1478  (1874)  et 
VIII,  1510  (1875). 


135 


doucemenl.  Les  liquides  obtenus  sont  reunis,  coul6s  et  verses,  goutte 
a  goutte,  dans  une  eprouvette  haute  avec  8  parties  d'alcool  et  1  partie 
d'ether.  On  laisse  le  precipite  forme  sous  I'alcool  pendant  2  a  3 
jours;  on  filtre  et,  pour  depurer  ulterieurement,  on  le  lave  a  Talcool, 
et  on  le  traite  de  nouveau  avec  de  la  glycerine.  La  plus  grande 
partie  se  dissout  dans  la  glycerine.  Le  restant  insoluble  donne  toutes 
les  reactions  d'albumine.  On  precipite  de  nouveau  I'enzyme  de  la 
dissolution  de  glycerine  au  moyen  d'un  melange  d'alcool  et  d'ether. 
EUe  apparait  comme  un  beau  precipite  blanc  granuleux.  Elle  contient 
de  I'azote  et  du  soufre.  A  I'incineration,  elle  laisse  beaucoup  de 
cendres.     Elle  est  soluble  dans  la  glycerine  et  dans  I'eau. 

On  ajoute  quelques  gouttes  de  la  dissolution  d'enzyme  a  de  la 
fibrine  de  sang  bien  lavee  et  gonflee  d'avance  dans  de  I'acide  chlor- 
hydrique  a  0.2  p.  c.  et  qui  se  trouve  dans  une  telle  solution  d'acide 
chlorhydrique.  Au  bout  de  quelques  minutes,  et  deja  a  la  tempera- 
ture ambiante,  les  contours  des  filaments  fibrineux  disparaissent.  Au 
bout  de  1  a  2  heures,  la  plupart  en  sont  dissous.  Une  action  pro- 
longee  et  I'accroissement  de  la  temperature  a  35^ — 39^  ne  semblent 
pas  amener  de  changements  ulterieurs.  Les  solutions  filtrees  donnent 
toutes  les  reactions  de  peptones  „bien  prononcees".  Mais  de  la  fibrine 
gonflee,  traitee  avec  de  I'acide  chlorhydrique  a  0.2  p.  c.  seul ,  ne 
s'etait,  au  bout  de  plusieurs  heures,  que  tres  peu  changee,  sans  perdre 
sa  consistance  floconneuse  et  presque  translucide. 

A  d'autres  experiences  ils  font  agir  I'enzyme,  dissoute  dans  de 
I'acide  chlorhydrique  a  0.2  p.  c. ,  sur  des  cubes  de  blanc  d'oeuf 
bouilli.  Au  bout  de  24  a  48  heures  d'action,  a  la  temperature  am- 
biante: „les  bords  etaient  distinctement  translucides  et  entames,  le 
liquide  donnant  toutes  les  reactions  de  peptones". 

En  neutralisant  les  filtres  des  experiences  on  obtenait  parfois  un 
faible  precipite.  Mais,  dans  la  plupart  des  cas,  on  ne  pouvail  plus  con- 
stater  la  presence  de  I'albumine  inalleree  dans  les  solutions.  Au  con- 
traire,  a  I'ebullilion  et  a  la  neutralisation,  les  filtres  restaient,  a  I'ordinaire, 
parfaitement  clairs  ne  donnant  de  precipite  ni  avec  les  acides  mineraux, 
ni  avec  le  ferrocyanure  de  potassium,  ni  avec  le  sulfate  de  cuivre,  mais 
presentant  la  reaction  du  biuret  absolument  pure.  La  formation  de  leucine, 
de  tyrosine,  d'asparagine  n'etait  pas  reconnaissable,  meme  au  bout  de 
plusieurs  jours  d'action  de  I'enzyme  de  la  graine  de  vesce,  laquelle 
autrement,  parmi  les  objets  examines,  donnait  les  reactions  de  beaucoup 
les  plus  fortes. 

Ges  resultats  n'etaient  atteints,  pour  I'orge,  qu'avec  du  mall 
louraille  clair.  On  ne  pouvait  demontrer  la  presence  do  I'enzyme 
peptonisante  dans  I'orge    non    germ6e,    ni    dans    le    malt    seche    a   Tair, 

10* 
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Depuis  ces  recherches,  on  a  generalement  considere  que  la  pre- 
sence de  I'enzyme  proteolytique  dans  les  graines  en  germination  eiail 
demontree  a  n'en  pas  douter.  Dans  une  etude  publiee  au  „ Journal  fur 
Landwirtschaft  1881 "  (Uber  das  Vorkommen  von  Peptonen  in  denPflanzen) 
E.  Schulze  et  Barbieri  partent  de  la  supposition  que  I'existence  des 
peptones,  dont  ils  ont  demontre  la  presence  dans  les  differentes  parties 
des  plantes,  est  due  a  Taction  d'un  ferment  proteolytique^). 

Les  experiences  de  Gorup  et  Will  ont  ete  reproduites  par 
G.  Krauch  en  1879  („Beitrage  zur  Kenntniss  der  ungeformten  Fer- 
mente  im  Pflanzenreich'')^).  Gelui-ci,  cependant,  n'a  pu  montrer  la 
presence  de  ferments  peptonisants  dans  aucune  des  differentes  parties 
des  plantes,  un  grand  nombre  desquelles  il  a  examine.  Pour  I'orge, 
il  n'a  recherche  que  I'enzyme  diastatique,  mais  il  rapporte  une  etude 
non-imprimee  de  H.Will  suivant  laquelle  la  recherche  de  peptase  dans 
la  semence  du  pinier,  du  mai's,  des  feves,  des  amandes,  d'apres  la 
methode  de  Gorup,  avait  donne  partout  un  resultat  negatif. 

En  1882,  G.  Krauch  a  public  une  seconde  etude  traitant,  en  par- 
ticulier,  les  enzymes  peptonisantes  des  plantes  („Uber  peptonbildende 
Fermente  in  den  Pflanzen")^).  II  y  pretend  avoir  reproduit  exacte- 
ment  les  experiences  de  Gorup  tant  pour  les  graines  de  vesce  que 
pour  le  malt  touraille.  Quant  aux  filaments  fibrineux,  il  a  bien  re- 
connu  une  diminution  de  volume  mais  pas  de  disparition.  La  diminu- 
tion est  due,  a  son  avis,  a  un  retrecissement  qu'on  observe  aussi  en 
mettant  des  filaments  fibrineux  gonfles  dans  un  extrait  glycerinien  de 
feuilles  et  de  boutons  (ceux-ci,  a  I'avis  de  Krauch,  n'ont  pas  d'ac- 
tion  fermentative  peptonisante).  La  reaction  du  biuret  n'est  pas  due 
non  plus  a  la  transformation  de  la  fibrine.  En  effet,  si  on  porte  la 
meme  quantite  d'enzyme  a)  dans  I'acide  chlorhydrique  dilue  seul  ou 
b)  dans  la  fibrine  -f-  I'acide  chlorhydrique,  on  aura,  au  bout  d'un 
temps  plus  ou  moins  long,  des  filtres  qui  donnent  la  reaction  du 
biuret  de  meme  intensite;  celle-ci,  par  consequent,  est  due  a  la  prepara- 
tion d'enzyme  meme. 

Cependant,  Krauch  ne  decrit  pas  ses  experiences  en  detail,  et, 
dans  son  premier  travail,  il  dit  que,  quant  a  Paction  diastatique,  il 
s'est  servi  de  methodes  indiquees  par  Erlenmeyer  (extrait  par  une 
solution  saturee  d'acide  salicylique)  et  par  Duquesnel  (chaufTage  au 
bain-marie  a  70^)  pour  ses  preparations  d'enzyme.  Dans  ce  cas,  il  peut 
etre  sur  d'avoir  detruit  les  enzymes  proteolytiques  qui,  d'apres  mes  re- 


*)  Plus   tard,   on   a  conteste  la   presence,   en   quantite   notable,   de  vraies 

peptones  dans  les  plantes. 
2)  G    Krauch:  Landwirtsch.  Versuchst.  XXIII  77—104  (1879). 
«)  C.  Krauch:  Landwirtsch.  Versuchst.  XXVII  383  (1882). 
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cherches ,    soiit   extremement   sensibles   a  I'acide  salicylique  au-dela  des 
concentrations  tres  faibles,    et   qui   sont  completement  detruites  a  70^. 

D'autre  part,  il  faut  avouer  que  les  experiences  de  Go rup-Besanez 
ne  sont  pas  particulierement  convaincantes :  par  sa  methode  pour  la 
preparation  de  peptase  il  a,  sans  doute,  toujours  beaucoup  affaibli  cette 
enzyme  et  souvent  il  I'a  completement  detruite ,  a  en  juger  par  ses 
essais  negatifs  avec  du  malt  seche  a  Pair. 

La  meme  annee  que  Krauch  communiquait  ses  derniers  resul- 
tats  negatifs  (1882),  J.  Kjeldahl  avait  entame  la  question  comme 
faisant  partie  de  la  grande  serie  de  recherches  projetees  sur  les  ma- 
tieres  azotees  de  la  biere  et  du  mout.  D'autres  travaux,  et  surtout  sa 
methode  pour  le  dosage  de  I'azote,  laquelle  se  presentait  comme  une 
etude  preparatoire  de  ces  recherches,  I'ont  force  a  interrompre  les 
etudes  de  I'enzyme  proteolytique  du  malt.  Mais  deja  alors  il  avait 
obtenu  des  resultats  extremement  importants.  Avec  la  permission  de 
la  Direction  du  Laboratoire  de  Garlsberg  et  de  mon  chef  actuel, 
M.  S.  P.  L.  Sorensen,  je  reproduis  ici  ce  qui  se  trouve  la-dessus 
dans  son  journal  d'experiences  que,  dans  le  temps,  il  avait  mis  a  ma 
disposition^). 

Au  lieu  d'essayer  d'obtenir  Fenzyme  a  I'etat  de  purete  en  pre- 
cipitant par  un  melange  d'alcool  et  d'ether,  etc. ,  comme  I'avaient  fait 
ses  devanciers,  et  reconnaissant  que  de  telles  operations  prolongees  ne 
font  qu'affaiblir  le  pouvoir  fermentatif,  Kjeldahl  (en  tant  qu'on  pent 
voir  de  son  journal  d'experiences)  s'est  decide  oat  de  suite  a  se 
servir  d'extraits  frais  de  parties  vegetales,  comme  il  I'avait  fait  a  ses 
recherches  de  diastase.  II  a  prepare  les  extraits  de  la  maniere,  a  peu 
pres,  rapportee  p.  125  du  1®^'  volume  des  presents  Gomptes-rendus,  en 
faisant  digerer,  pendant  une  heure,  1  partie  de  malt  avec  3  a  4  par- 
ties d'eau,  sans  addition  aucune.  II  a,  pourtant,  dans  differents  essais, 
fait  entrer  des  extraits  de  malt  vert,  de  malt  seche  a  I'air,  de  malt 
touraille,  de  touraillons,  dans  des  proportions  varices  de  malt  et  d'eau: 
partout  il  a  obtenu  des  resultats  positifs,  quoiqu'avec  les  touraillons 
I'effet  n'ait  ete  que  faible. 


^)  II  etait  bien  de  Kjeldahl,  avec  sa  grande  modestie  et  tout  son  systeme 
de  recherches,  de  ne  publier  jamais  des  travaux  restes,  a  son  avis,  sans 
une  certaine  conclusion.  Ses  recherches  sur  I'enzyine  proteolytique  du 
malt  etaient,  pour  lui,  des  etudes  d'orientation.  II  a  done,  pendant  les 
longues  discussions  publiques  de  cette  question,  retenu  ses  resultats, 
quoiqu'il  n'ait  pas  doute  de  I'existence  de  I'enzyme,  de  laquelle  il  posse- 
dait  des  preuves  certaines.  Quand  j'ai  ete  nomme  son  preparateur,  il 
m'a  demande  de  poursuivre  le  probleme  et  de  trouver,  autant  que  possible, 
les  lois  de  Taction  de  Tenzyme  d'apres  des  principes  pareils  a  ceux  qu'il 
avait  suivis  lui-meme  dans  ses  recherches  sur  la  diastase  et   I'invertase. 
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11  a  fait  agir  ses  extraits  sur  des  solutions  de  gluten  de  froment, 
obtenu,  d'apres  la  methode  de  Ritthausen,  par  un  lavage  a  la 
main  de  la  farine  de  froment,  dans  un  liquide  acidule  de  0.2  p.  c. 
d'acide  chlorhydrique,  d'acide  acetique  ou  d'acide  lactique. 

Afm  de  poursuivre  Taction  d' enzyme,  il  a  fmi  par  choisir  comme 
precipitant  le  sulfate  de  cuivre.  Apres  avoir  precipite,  il  neutralise  avec 
de  I'hydrate  de  sodium  et  du  sel  de  Seignette  (precipitant  ainsi  le  gluten, 
mais  non  pas  ses  produits  de  dedoublement),  apres  avoir  soigneusement 
examine  d'avance  la  valeur  des  precipitants  des  matieres  albuminoides 
alors  en  usage.  11  prepara  le  precipitant  de  258*"  de  sulfate  de  cuivre 
par  litre  d'eau,  et  la  solution  d'hydrate  de  sodium  -f  de  sel  de  Seig- 
nette etait  telle  qu'on  Pemploie  a  la  liqueur  de  Fehling  (63^^'  d'hydrate 
de  sodium  et  173^^  de  sel  de  Seignette  par  500^^^),  mais  diluee  dans 
la  proportion  de  1  a  10.  Apres  la  precipitation,  on  versa  d'abord  sur 
le  filtre  le  liquide  suspendu,  puis  le  precipite,  au  moyen  d'eau,  enfm 
on  remplit  le  filtre  deux  fois  d'eau.  Au  dernier  lavage  le  filtre  se 
troubla  un  peu.  On  secha  le  filtre  avec  le  precipite  au  poids  constant 
a  la  chaleur  de  100^.  On  pesa,  puis  on  calcina.  On  deduisit  les 
cendres  determinees  consist^it  principalement  en  cuivre.  Une  partie 
du  gluten,  se  changeant  sous  I'infiuence  de  I'enzyme,  se  deroba  a  la 
precipitation  par  le  sulfate  de  cuivre. 

Dans  les  essais  suivants  on  employait  lO'^^  d'une  dissolution  de 
gluten  a  2  p.  c,  dans  une  solution  aqueuse  d'acide  lactique  a  0.4  p.  c, 
et  lO^*^  d'extrait  de  malt,  fait  de  1  partie  de  malt  touraille  pour  trois 
d'eau.  Les  essais  ou  on  avait  d^truit  d'avance  le  ferment  par  la  cha- 
leur sont  nommes  par  Kjeldahl  ^passifs**  par  opposition  aux  autres. 
nommes  ^actils".  Les  indications  suivantes  sont  donnees  d'apres  son 
journal  d'experiences: 

^Essais  de  I'infiuence  de  la  temperature.  Une  heurc 
d'aclion.     Les  liquides  des  experiences  mcles  a  froid; 

depot  cuivrique  transforiue 

18^  passif 185  milligrammes  0  milligrammes 

18<>  actif 174  —  11  — 

40<>    — 102  —  83  — 

500    - 7j  _  JJ4  _ 

60<^    ~ .88  —  97  — 

m^  passif 184  —  1  — 

11  s'ensuil  de  I'accord  enlre  les  essais  passifs  fails  a  18^  ct  a 
60*^  que  raugmcntation  de  temperature  seule  n'exercc  aucune  infiuence 
sensible. 
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depot  cuivrique  transform e 

49^     actif 57     milligrammes  1 14  milligrammes 

'r  : 11}^^-  9^    - 

''-^": :::::::::::::  ln)>'^-  "    - 

passif 171             —  0           — 

Solution  de  gluten  et  extrait  de  malt  chauffes  d'avance  a  la  tem- 
perature d'experience.     Une  heure  d'action: 

depot  cuivrique  transform  e 

44^     actif 115     milligrammes  68  milligrammes 

^«^/^"-    ^n    96   -  87           - 

—       —    96/ 

"' I :::::::::::::  ,21--  «    - 

r  I :::::::::::::  ;::|.«-  «    - 

700      _    172             _  11            _ 

-  ^'''' ^^ni83-  0            - 

-  -     184) 

Done  I'optimum  entre  50^/2 ^  et  55  o. 

Essais  sur  I'influence  du  temps.     Ghauffage  d'avance^). 

depot  cuivrique  transforme 

passif    177     milligrammes  0  milligrammes 

30  min 121      -  56     - 

1  heure 112      -  65     - 

3  heures 74      -  103     — 

6  —   50     —  127     — 

^)  Ici  pas   plus  qu'aux   series  d'essais  suivantes,   !e  journal   ne    donne  pas 

d'indications  de  la  temperature.     Celle-ci  a,  sans  aucun  doute,    ete  dans 
le  voisinage  de  I'optimum  trouve. 
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Essais  sur  I'influence  de  la  quantite  de    ferment.     Cinq 
quarts  d'heure  d' action. 

depot  cuivrique 

10^^  de  solution  de  gluten  +  lO^^^d'extrait  de  malt,passif  166  ) 

_  _  _  _  —      171  M^^  "^1%^- 

10^*^  de  solution  de  gluten 146 1 

_               _              _        147/^^^     ~ 

10^*^  de  sol.  de  gluten  +  2^«  d'extrait  de  malt  =  20^^^)  ^23  K           _ 

_              _        _           _              _                     —  140  J          ' 

\0^^  de  sol.  de  gluten  +  4«<^  d'extrait  de  malt  =  20^^  121  | 

-  -          -        _              -                    -  122/^"^^     "■ 
lO*^*'  de  sol.  de  gluten  +  6<^«  d'extrait  de  malt  =  20^<^  100)             _ 

-  _          _         _              _                     _  100/ 
10«<^  de  sol.  de  gluten  +  8«^  d'extrait  de  malt  =  20^^  87       87      — 
lO^c  de  sol.  de  gluten  +  10<^«  d'extrait  de  malt  =  20<^^  62       62      — 

lO*^'^  d'extrait  de  malt  donnant  168  -f-  147  =  21°^g  de  precipite 
cuivrique  2'=*^;  4^S  6«<=,  S'^'^  donneront  4°^s,  8"^g,  13^&,  17^s  respective- 
ment.  L'effet  de  2^*^,  4^^  6^^  8^^  10<=^  d'extrait  de  malt  est  done  ^ 
une  diminution  de  151  -f-  131  =  20,  155  -r-  122  =  33,  160  -v-  100  = 
60,  164  -V-  87  =  77,  168  -j-  62  =  106.  lO^s  par  centimetre  cube  don- 
neront pour 

2«<= , 20     (20)^^ 

4cc 40     (33)  ^s 

6^c 60     (60)^g 

8<=^ 80     (77)^g 

10*^« 100  (106)°^g 

A  I'exception  des  4^^  la  proportionnalite  est  assez  bonne 

Comparaison  avec  la  pepsin e.      Is^  de  pepsine  dissous  dans 
200^^^  d'acide  chlorhydrique  a  3  milliemes: 

depot  cuivrique 
lO'^^  de  sol.  de  pepsine  +  lO*^*^  de  sol.  de  gluten,  passif.  ...  (ne  filtre  pas) 


—  —  apres  1  heure  a  40^     ^^\p,/mt? 

—  —  —  —       —       54j 

_  _  —  _       _       44  J 


^)  On  portait  toujours  le  volume  a  20cc  par  I'addition  d'eau. 
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10*=<^d'extraitdemalt  +  lO'^'^de  sol.de  gluten,apres  1  heurc,a40^  ^^'^liormg 
____  _—  ____      127/      ' 

_-__  —        —  ---     a500    82)   ^, 

\  84°»6 
___  __  ____85) 

_  —  —  —         —  ___     passifl75°^g 

—  lavage  repete  (5  fois) 1 71™s 

—  sans  neutralisation  complete 175™s 

Ainsi    Taction   de  la  pepsine  est  aussi  plus  forte  a  50^  qu'a  40^. 

Un  lavage  repete  ne  produit  qu'une  diminution  peu  importante  du 
poids.     La  neutralisation  incomplete  n'en  produit  point/    — 

Par  ces  experiences  Kjeldahl  a  parfaitement  demontre  I'ex- 
istence,  dans  le  malt,  d'une  enzyme  proteolytique ,  et  deja  il  a  trace 
d'importantes  lignes  fondamentales  de  sa  dependance  d'agents  exterieurs. 
Si  on  avait  public  ces  resultats,  on  aurait  pu  s'epargner  un  grand 
travail  fait  plus  tard  pour  fournir  des  preuves  centre  son  existence. 

En  1887,  nous  venons  de  le  dire,  J.  Reynolds  Green  a  de- 
montre, d'une  maniere  incontestable,  la  presence  d'une  enzyme  proteoly- 
tique dans  les  graines  et  dans  les  plantules  de  Lupinus  hirsutus^)  et, 
plus  tard  (1890  et  1892),  dans  Ricinus  communis'^)  et  Cucumis  utilis- 
simus^)  Je  n'aurais  pas  parle  ici  de  ces  recherches,  si  elles  n'avaient 
pas,  par  leur  methode,  exerce  une  influence  decisive  sur  d'autres  tra- 
vaux  ayant  pour  objet  Torge  en  germination.  Apres  avoir  delivre,  au 
moyen  de  la  dialyse,  un  extrait  vegetal  des  matieres  diffusibles,  entre 
autres  de  celles  (peptones)  qui  donnent  la  reaction  du  biuret,  Green 
constate  une  nouvelle  formation  de  peptone  et  la  production  de  com- 
poses cristallins:  la  leucine  et  la  tyrosine,  si  on  ajoute  a  I'extrait  en 
question  de  la  fibrine  et  de  I'acide  chlorhydrique  a  0.2  p.  c.  On  a 
done  la  preuve  que  les  graines  en  germination ,  aussi  bien  que  les 
graines  non  germees,  peuvent  contenir  des  enzymes  proteolytiques  d'un 
caractere  plutot  trypsique.  Rien  ne  s'oppose  done  a  priori  a  la  sup- 
position qu'il  pourrait  en  etre  de  meme  de  I'orge  en  germination. 

Les  travaux  de  G[reen  ont  d'autant  plus  d'importance  qu'ils  ne 
s'appuient  pas  exclusivement  sur  le  fait  qu'on  obtient  la  reaction  du 
biuret  dans  la  partie  dialysee,  mais  aussi  sur  la  constatation  des 
produits   de   dedoublement  plus   profonds   de   substances    albuminoides: 


^)  Green:  „0n  the  changes  in  the  proteids  in  the  seed  which  accompany 
germination.     Philos.  Transactions  GLXXVIII  B  39  (1887). 

2)  Green:  On  the  germination  of  the  seeds  of  the  Castor-oil  plant.  Pro- 
ceed. Roy   Soc.  XXXXVIII  370  (1890). 

•"')  Green:  On  the  occurrence  of  vegetable  trypsin  in  the  fruit  of  Cucumis 
utilissimus.     Annals  of  Botany  VI  195  (1892). 
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la  leucine  et  la  tyrosine  tellement  caracteristiques  a  Taction  du  sue 
pancreatique  (de  la  trypsine).  Gorup-Besanez,  Krauch  et  d'autres, 
dans  des  recherches  plus  recentes,  ont,  sans  doute,  trop  appuye  sur 
la  reaction  du  biuret  comme  criterium  de  la  proteolyse.  On  peut  s'en 
servir  a  la  fermentation  pepsique,  mais  quand  il  s'agit  des  actions 
d'enzymes  traitees  ici  et  qui  sont  assurement  d'une  nature  plus  profonde, 
les  substances  donnant  la  reaction  du  biuret  ne  paraissent,  surtout  si 
I'experience  est  prolongee,  qu'en  tres  petite  quantite,  se  decomposant 
tres  vite  et  donnant  des  composes  non-proteiques  (bases  hexoniques, 
amines,  etc.). 

G'est  Rich.  Neumeister^)  qui  a  public  (1894)  I'ouvrage  sui- 
vant,  qui  traite  de  I'existence  de  I'enzyme  proteolytique  dans  le  regne 
vegetal  et  qui  s'occupe  aussi  d'orge  en  germination. 

II  a  recours  a  une  methode  particuliere  pour  la  preparation  de 
Tenzyme,  profitant  de  I'observation  de  Wittich  et  de  Wurtz  qui  ont 
montre  que  les  fil  ,ments  fibrineux  frais  extraient  les  enzymes  prote- 
olytiques  des  solutions  en  les  absorbant  ou  en  les  condensant  sur  leur 
surface.  II  broie  les  parties  vegetales  (graines  en  germination  ou 
plantules)  avec  du  sable  dans  un  mortier.  II  obtient  ainsi  une  bouillie 
line  „de  reaction  nettement  acide".  II  additionne  d'eau.  Au  bout  de 
plusieurs  heures  on  presse  la  masse  a  travers  un  linge.  On  porte 
I'extrait  trouble  dans  un  flacon  laveur  de  Drechsel  contenant  des  fila- 
ments fibrineux.  Au  moyen  d'un  aspirateur  on  fait  passer,  pendant 
deux  heures,  de  Pair  a  travers  le  liquide  de  maniere  a  en  mettre 
toutes  les  parties  en  contact  avec  les  filaments  fibrineux.  On  enleve 
la  liqueur.  Les  filaments  sont  laves  a  I'eau  et  mis  dans  un  flacon 
contenant  de  I'acide  oxalique  a  0.8  p.  c.  On  met  le  flacon  dans  une 
etuve  a  temperature  constante.  La  flbrine  se  dissout  maintenant  com- 
pletement  au  courant  de  quelques  heures,  tandis  qu'elle  se  maintient 
presque  inalteree,  meme  au  bout  de  deux  jours,  dans  des  essais  de 
controle  simultanes,  oia  on  la  laisse  dans  de  I'acide  oxalique  dans  des 
conditions  identiques  a  une  chose  pres:  elle  n'a  pas  ete  en  contact 
d'abord  avec  une  solution  d'enzyme  (extrait  vegetal). 

Neumeister  examine  de  cette  fagon  des  orges  d'origine  difYe- 
rente  qu'il  trempe  dans  I'eau,  puis  fait  germer  dans  du  sable 
humide  ou  de  la  sciure  mouillee,  jusqu'a  cc  que  la  plumule  et  la 
radicule  aient  atteint  une  longueur  totale  d'environ  5^"*.  Dans  ces 
circonstances,  cependant,  le  pouvoir  fermentatif  n'est  que  faible,  aucune 
peptonisation  ne  se  laissant  signaler  dans  la  solution  de  flbrine,  meme 

^)  R.  Neumeister:  IJber  das  Vorkonimen  und  Bedeutung  eines  eiweiss- 
losendes  Enzyms  in  jugendlichen  Pflanzen.  Zeitschr.  f.  Biologie  XXX  447 
—463  (1894). 
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apres  cinq  jours  d'action.  D'apres  I'auteur,  elle  ne  contient,  pendant 
ce  temps,  en  dehors  d'une  preponderance  de  syntonines,  que  des 
albumoses  primaires  —  ce  qui  aussi  est  un  resultat. 

Au  contraire,  en  traitant  de  I'orge  dont  la  plumule  verte  avail 
deja  16 — 20^°^  de  long  il  obtient,  a  plusieurs  reprises,  des  extraits 
tres  riches  en  ferments,  la  fibrine  se  dissolvant  completement  au  bout 
de  2  ou  3  heures  et  fournissant  regulierement  de  la  peptone  au  bout 
de  48  heures.  Dans  un  cas  isole  ou  la  plumule  et  la  radi- 
cule  avaient  a  peine  3^^  de  long,  il  observe,  deja  au  bout 
d'une  heure,  la  dissolution  complete  de  la  fibrine,  pouvant 
constater,  apres  24  heures,  une  peptonisation  considerable. 
Au  contraire,  il  n'obtient  que  des  resultats  negatifs  avec  des 
planlules  d'orge  dont  la  plumule  et  la  radicule  n'etaient  tongues  que 
de  0.5—1^"^,  ainsi  qu'avec  de  I'orge  non  germee  et  mouillee. 

Neumeister  se  sert  de  I'acide  oxalique  de  0.8  p.  c.  au  lieu 
de  I'acide  chlorhydrique  qu'avaient  employe  ses  predecesseurs ,  parce 
qu'il  croyait  avoir  constate  que  I'enzyme  n'agit,  dans  de  I'acide 
chlorhydrique  de  0.2  p.  c,  qu'au  commencement,  se  detruisant  peu  a 
peu,  tandis  que  I'acide  oxalique  de  0.4 — 0.8  p.  c.  exerce  une  in- 
fluence beaucoup  plus  favorable.  II  trouve  dans  Paction  de  I'acide 
chlorhydrique  sur  I'enzyme  de  la  ressemblance  avec  la  trypsine.  Mais 
s'il  se  sert  d'une  solution  de  sel  de  cuisine  (neutre)  ou  d'une  solu- 
tion de  0.2  p.  c.  de  sonde  (alcaline),  toute  action  s'arrete.  II  en 
conclut:   „  I'enzyme  n'est  done  pas  de  nature  trypsique." 

II  est  done  d'avis  que  les  plantules  d'orge  contiennent  une  en- 
zyme proteolytique ,  mais  seulement  a  la  periode  d'une  germination 
avancee.  La  raison  pour  laquelle  Gorup-Besanez  I'a  trouvee  au 
malt  touraille,  mais  non  pas  au  malt  seche  a  Pair,  sera  alors  que  celui- 
la  a  germe  plus  longtemps  que  celui-ci,  sans  qu'il  s'en  soit  apergu^). 

En  1897,  W.  Johannsen^),  dans  des  experiences  de  maceration, 
a  demontre  I'existence  d'une  enzyme  proteolytique  amidogene  dans 
des  grains   d'orge   miirissants   qu'on   avait   narcotises   au    moyen   d'une 


^)  Dans  une  etude  de  Fermi  et  Buscaglioni:  Die  proteolytisclien  En- 
zyme im  Pflanzenreich,  Centralbl.  f.  Bakteriol.  II.  Abl.  V  24,  63,  91,  1^5, 
145  (1899),  etude  dans  laquelle  il  ne  s'agit  pas  autrement  d'orge,  il  est 
dit  (sans  reference  a  une  etude  determinee)  que  Mroczkowski  (pro- 
bablement  une  des  premieres  annees  apres  1890)  a  extrait  de  I'orge  en 
germination  une  enzyme  decomposant  la  fibrine  autant  a  reaction  neutre 
qu'a  reaction  alcaline,  agissant  le  mieux,  cependant,  en  la  presence 
de  I'acide  chlorhydrique  a  0.2  p.  c. 

^)  W.  Johannsen:  Studier  over  Planternes  periodiske  Livsytringer  I. 
Det  danske  Videnskabernes  Selskabs  Skrifter  [6]  mathem.-naturv.  Afd. 
VIII  (5)  275-394,  Gopenhague  (1897). 
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dose  pas  trop  faible  de  narcotique  (ether,  chloroforme).  —  Si  done  le 
pouvoir  fermentatif  proteolytique  se  trouve  dans  le  grain  d'orge  pas  mur, 
il  faut  s'attendre  a  priori  a  le  trouver  aussi  dans  le  grain  en  germination, 
quand  meme,  dans  le  grain  completement  mur,  il  pent  etre  affaibli  au 
point  a  etre  difficilement  observable. 

Voila,  a  ma  connaissance,  toutes  les  recherches  qu'on  avail  publiees 
sur  la  question  lorsque  j'ai  entame  mes  travaux,  et  les  recherches  qui 
ont  eu  de  I'influence  sur  le  plan  et  la  marche  de  ces  travaux.  Apres 
les  recherches  de  Kjeldahl  je  pouvais,  cela  va  sans  dire,  negliger  les 
indications  negatives.  Je  ne  me  suis  pas  beaucoup  occupe  des  me- 
tliodes  de  mes  predecesseurs  si  ce  n'est  de  celle  de  Kjeldahl,  celui- 
ci  ayant  montre  une  voie  particulierement  feconde  pour  poursuivre 
Taction  de  I'enzyme  et  pour  en  elucider  la  nature. 

Depuis  1899  on  a  public  sur  la  question  un  assez  grand  nombre 
de  travaux  auxquels  je  ne  m'arreterai  pas  longtemps,  partie  parce 
qu'ils  sont  restes  sans  influence  sur  ma  methode,  partie  parce  que 
je  trouve  plus  pratique  de  renvoyer  la  comparaison  de  mes  resultats 
avec  ceux  des  autres  a  la  partie  speciale  du  present  travail. 

Boleslaw  de  Verbno  Laszcynski  (Ueber  das  Vorkommen 
eines  peptonisierenden  Enzyms  (Peptase)  im  Malz  und  Versuche  zur 
Trennung  der  stickstoffhaltigen  Bestandteile  im  Malz,  Wiirze  und  Bier)  ^) 
arrive  aux  resultats  que  voici:  „1^  II  n'y  a  pas  moyen  de  d^montrer 
I'existence  d'une  enzyme  peptonisante  au  malt.  2^  II  n'y  a  pas  des 
quantites  perceptibles  de  peptones  au  malt,  au  mout,  a  la  biere.  3°  La 
solubilite  des  matieres  azotees  du  malt  depend  des  conditions  d'extrac- 
tion".  Entre  autres  choses,  il  a  repris  les  experiences  de  Neumeister 
decrites  plus  haut,  auxquelles  on  laisse  agir  I'enzyme  sur  la  fibrine 
dans  une  solution  a  0.8  p.  c.  d'acide  oxalique  apres  I'avoir  extraite 
d'un  extrait  de  malt  au  moyen  des  filament  fibrineux  memes.  Des  essais 
avec  des  plantules  d'orge  vertes,  longues  de  6  — 9<^"^  ne  donnaient  pas  la 
reaction  du  biuret,  meme  au  bout  de  6  heures  a  40^.  Des  essais 
avec  du  malt  seche  a  Pair  donnaient  la  reaction  du  biuret,  mais,  pas 
plus  que  pour  des  essais  avec  du  malt  touraille  fonce,  il  n'y  avait  de 
dissolution  de  fibrine,  tandis  qu'un  essai  parallele  avec  de  la  pepsine 
produisit,  presque  tout  de  suite,  une  dissolution  complete.  Enfin,  dans 
un  essai,  auquel,  d'apres  Griitzner^),  on  colora  de  carmine  la  fibrine 
en  la  digerant  apres  avec  10^^  de  malt  pendant  deux  heures,  il  ob- 
tint  un  filtr6  incolore  et  dans  lequel  I'azote  ne  s'etait  augmente  que 
de  :24.53   a    25.21  =  O^^s.?.  —  De    plus,    il  a  fait  des  experiences  de 

^)  Laszcynski:  Zeitschr.  fiir  das  ges.  Braiiwesen  22  Jahrg.  p.  71,  85,  123, 

14()  (1899). 
2)  Grutzner:  Archiv  f.  Physiologie  VIII,  452  (1874). 
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brassage  de  dur^es  diff^rentes  avec  du  malt  touraille  clair  a  des  tempe- 
latuies  varices  dosant,  apres  I'extraction,  dans  de  differents-  essais, 
I'azote  total,  I'azote  coagulable  et  I'azote  pr^cipite  successivement  par 
I'hydrate  d'oxyde  cuivrique  (matieres  proteiques),  par  le  sulfate  de 
zinc  (albumoses),  par  I'acide  phosphotungstique  (peptones  et  ammoniaque). 
Mais  il  part  tout  le  temps  de  la  supposition  erronee  que  Taction  de 
I'enzyme  est  la  meme  que  celle  de  la  pepsine.  Voici  ce  qu'il  dit  a  la 
page  84:  ^Bedeutend  erniedrigt  wiirde  der  Phosphorwolframsaureslick- 
stoff,  wahrend  man  doch  bei  einer  enzymatischen  Einwirkung  zweifellos 
eine  Erhohung  desselben  durch  Bildung  von  Albumosen  und  Peptonen 
hatte  erv^arten  soUen.  Die  Annahme,  dass  die  Spaltung  der  ProteVn- 
stoffe  bereits  zur  Bildung  von  Amiden  fortgeschritten  sei,  ist  ganz  un- 
zulassig.  Ein  derartiger  Vorgang  wiirde  die  Anwesenheit  eines  Enzyms 
voraussetzen.  das  noch  weit  energischer  auf  die  Eiweisskcirper  des 
Maizes  einwirkt  als  Pepsin".  Ses  essais  n^admettent,  en  verite,  aucune 
comparaison  et  ne  prouvent  rien,  a  moins  que  ce  ne  soit  la  presence 
d'une  enzyme  formant  des  composes  qui  se  derobent  a  la  precipitation 
par  I'acide  phosphotungstique,  ce  qui  s'accorde  avec  mes  propres  re- 
sultats.  Si,  au  moyen  de  la  reaction  du  biuret,  il  n'a  pu  demontrer 
Texistence,  a  la  biere  et  au  mout,  de  peptones,  si  ce  n'est  en  quaniites 
minimes,    c'est    un   resultat   de   quelque   importance  et  qu'il  faut  noter. 

La  meme  annee  W.  Loe  publie  une  etude ^)  („Enthalt  das  Malz 
ein  peptonisierendes  Enzym?")  qu'il  termine  par  la  declaration  cate- 
gorique  que  voici :  „  1  ^  Ein  eiweisslosendes  Enzym  im  Malz  existiert 
nicht.  2°  Die  im  Malz  vorhandenen,  im  Wasser  loslichen  Eiweiss- 
korper  werden  wahrend  des  Keimungsprozesses  gebildet,  und  erscheint 
es  wahrscheinlich,  dass  die  Menge  der  in  Losung  gegangenen  Stoffe  von 
der  Art  und  Dauer  der  Extraction  abhangig  ist".  II  fonde  ces  propos 
sur  des  experiences  dans  lesquelles  il  prepare  des  extraits  d'orge 
moulue,  partie  avec  des  extraits  de  malt,  partie  avec  de  I'eau.  II  ne 
determine  que  Tazote  total,  se  servant  des  chiffres  trouves  pour 
calculer  la  proteine(!).  II  en  obtient  alors  la  meme  quantite,  qu'il  se 
serve  d'extrait  de  malt  ou  d'eau.  —  Ces  essais  sont  sans  valeur  aucune. 
J'en  parle  ici  pour  etre  complet  seulement. 

Ces  deux  travaux  sont  sans  importance,  c'est  vrai,  mais  ils  ont 
contribue  a  avancer  la  solution  de  la  question.  En  effet,  il  y  en 
avait  qui  se  mettaient  a  I'oiuvre  avec  d'autant  plus  de  zele  qu'ils  ne 
se  sentaient  pas  convaincus  par  des  resultats  obtenus  ainsi. 

Lors  de  la  publication  de  I'etude  de  Loe  (au  commencement 
d'avril  1899)  j'avais  a  ma  disposition,  en  dehors  des  anciennes  experiences 


W.  Loe:  Zeitschr.  f.  das  ges.  Brauwesen  22  Jahrg.  212  (1899). 
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de  Kjeldahl,  un  grand  nombre  d'experiences  nouvelles  qui  ne  laissaient 
aucun  doute  sur  I'existence  d'une  enzyme  proteolytique  dans  le  malt. 
J'avais  decide  de  n'en  rien  publier  avant  d'avoir  donne  a  mon  travail 
une  certaine  conclusion.  Gependant,  un  assez  grand  nombre  d'etudes^), 
auxquelles  je  reviendrai  plus  loin,  ayant  paru  au  courant  de  Pete 
1900,  je  me  vis  force  de  donner  une  communication  provisoire  de 
quelques-unes  de  mes  experiences  (Uber  das  proteolytische  und  ein 
eiweisscoagulirendes  Enzym  in  keimender  Gerste  (Malz))  a  la  Zeitschr. 
fiir  physiol.  Ghemie  XXXI,  79  —  97,  communication  remise  le  20  sep- 
tembre  1900. 

Windisch  et  Schellhorn  d^montrent  I'existence  de  Tenzyme 
proteolytique  en  faisant  agir  de  I'extrait  de  malt  sur  la  gelatine  d'apres 
Fermi^).  lis  constatent  que  la  gelatine  liquide  ne  se  coagule  plus,  ou 
que  la  gelatine  coagulee  redevient  liquide,  si  I'extrait  de  malt  y  agit  pendant 
un  certain  temps,  a  une  temperature  convenable  et,  de  preference,  a  reaction 
alcaline.  D'autres  essais  d'auto-digestion  d'extraits  de  malt,  au  contraire, 
donnent  de  meilleurs  resultats  en  presence  d'un  peu  d'acide,  de  prefe- 
rence organique.  lis  trouvent  I'enzyme  tant  dans  le  malt  touraille  que 
dans  le  malt  vert  et,  dans  des  cas  isoles,  dans  I'orge  non  germee,  sur- 
tout  si  celle-ci  est  mal  recoltee  ou  particulierement  riche  en  albumine. 
lis  suivent  Taction  de  I'enzyme  en  la  faisant  agir  dans  un  liquide  con- 
tenant  du  thymol  ou  du  chloroforme  et  en  determinant,  avant  et  apres 
les  experiences,  soit  la  diminution  de  matieres  albuminoides  coagulables 
(en  faisant  bouillir),  soit  I'augmentation  d'albumoses  (en  precipitant 
par  du  sulfate  de  zinc).  En  quelques  cas  ils  determinent  les  peptones 
(en  precipitant  le  filtre  des  albumoses  avec  de  I'acide  phosphotungstique) 
ou  le  soi-disant  azote  amide  (en  faisant  bouillir  les  filtres  des  matieres 
albuminoides  avec  de  I'acide  chlorhydrique  pendant  une  heure  et  en 
distillant  I'ammoniaque  formee  en  ajoutant  de  I'hydrate  de  sodium).  — 
Je  reviendrai  plus  loin  en  detail  sur  les  resultats  de  ces  experiences. 

Fernbach  et  Hubert  montrent  I'existence  de  I'enzyme  de  la 
raeme  maniere,  partie  par  le  pouvoir  qu'ont  les  extraits  de  malt 
de    liquefier    la   gelatine,    partie   par   les   changements    qu'en    subissent 


^)  Windisch  und  Schellhorn:    Ueber   das   eiweissspaltende  Enzym   der 
gekeimten  Gerste,  Woehenschrift  fiir  Brauerei  XVII  334  ss.  (1900). 

Fernbach  et  Hubert:  Sur  la  diastase  proteolytique  du  malt. 
Compt.  rend.  GXXX  1883—85  (23  juin  1900). 

Fernbach  et  Hubert:  De  rinfluence  des  phosphates  et  de  quelques 
autres  matieres  minerales  sur  la  diastase  proteolytique  du  malt.  G.  r. 
GXXXI  !293  (23  Juillet  1900). 

Petit  et  Labour asse:     Sur  la  solubilisation  des  matieres  azotees 
du  malt.    G.  r.  GXXXI  349  (30  Septembre  1900). 
")  Gl.  Fermi:  GenLralbl.  fiir  Bakteriologie  II  Abt.  V  25—27  (1899). 
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les  matieres  azotees,  exposees  a  ] 'auto-digestion,  (lis  sterilisent  leurs 
extraits  de  malt  en  filtrani  a  travers  des  bougies  Ghamberland).  lis 
font  observer  que,  surtout  a  des  temperatures  basses  (40^  environ),  le 
dedoublement  de  la  molecule  albuminoide  va  bien  au-dela  de  ce  qu'a 
I'ordinaire  on  appelle  „ peptones",  un  grand  nombre  des  composes 
azotes  se  derobant,  peu  a  peu,  a  la  precipitation  par  I'aeide  pliospho- 
tungstique.  —  lis  nous  presentent  aussi  d'interessantes  recherches  sur 
I'influence  exercee  sur  Paction  de  I'enzyme  par  les  phosphates  et  par 
d'autres  sels  et  acides  mineraux.  Enfm,  en  precipitant  avec  de  I'alcool, 
ils  obtiennent  une  substance  qui  est  a  raeme  de  transformer  les 
matieres  albuminoVdes  coagulables  des  extraits  de  malt  soumis  a  I'ebul- 
lition  et  les  matieres  albuminoVdes  insolubles  que  contient  Forge. 

Petit  et  Labourasse  ont  fait  des  experiences  d'auto-digestion 
semblables  a  celles  de  Windisch  et  Schellhorn,  puis,  ils  ont  dose 
I'azote  de  proteine,  la  quantite  d'azote  precipitable  par  le  sulfate  de  zinc 
et  par  I'acide  phosphotungstique,  enfm  celle  qui,  sous  la  forme  d'am- 
moniaque,  se  laisse  distiller  au  moyen  de  Thydrate  de  sonde  apres 
Taction  de  I'acide  chlorhydrique  dilue  bouillant.  Ils  arrivent  a  des  re- 
sultats  pareils  a  ceux  de  leurs  contemporains.  lis  pensent,  en  outre, 
avoir  demontre  la  formation  d'arginine. 

Dans  la  petite  etude  que  j'ai  publiee,  j'ai  communique  des  resultats 
concernant  I'influence  sur  I'enzyme  de  la  temperature  et  de  quelques 
matieres  etrangeres  (antiseptiques,  acides),  ainsi  que  quelques  essais  de 
brassage  et  les  changements,  pendant  le  brassage,  des  matieres  azotees 
precipitables  par  I'acide  tannique.  J'ai  aussi  demontre  I'existence  d'une 
enzyme  coagulante  (presure)  qu'on  rencontre  dans  les  ex- 
traits  de   malt  conjointement  avec  I'enzyme  proteolytique. 

Enfm,  j'ai  encore  a  nommer  deux  etudes:  R.  Wahl  a  publie  des 
recherches  (a  la  American  Brewers''  Review  1900),  que  je  ne  connais 
que  par  des  comptes-rendus^).  Elles  ont  pour  but  de  suivre  les 
changements  des  matieres  albuminoVdes  pendant  le  brassage,  lesquels, 
a  I'avis  de  I'auteur,  sont  dus  a  Taction  de  la  peptase.  Eh  rich,  dans 
son  etude  ^),  conclut  a  I'existence  de  la  peptase  par  suite  d'experiences 
de  brassage  qu'il  a  faites  autrefois. 

On  voit  que,  depuis  ces  dernieres  annees,  la  question  est  dans  Tair,  el 
puisque  I'existence  de  I'enzyme  vient  d'etre  affirmee  de  tant  de  cotes 
et  que  des  methodes  differentes  ont  conduit  aux  memes  resultats,  il  faut 
consid^rer    qu'on   a   bien    constate   cette    existence.     Les    travaux    deja 


^)  Entre  autres  au  manuel  de  Wahl  and  Henius:  American  Handy-book 
of  the  Brewing,  Malting  and  Auxiliary  Trades,  pp.  424—433,  707—708. 
Chicago  (1901). 

'■^j  Ehrich:  Allg.  Brauer-  und  Hopfenzeitung.     I.  Marz  1901. 
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nomm^s  de  Green  ainsi  que  d'autres,  plus  nouveaux,  de  Butkewitsch^), 
sur  les  enzymes  proteolytiques  d'autres  plantes  et  surtout  des  legumi- 
neuses,  viennent  confirmer  la  supposition  que  ces  enzymes  sont  aussi 
repandues  au  regne  vegetal  qu'au  regne  animal. 

Probleme. 

M'appuyant  surtout  sur  les  experiences  de  Kjeldahl  et  partant 
de  la  supposition  de  I'existence  d'une  enzyme  proteolytique  dans  I'orge 
en  germination  et  dans  le  malt,   je  me  suis  donne  la  tache  que  voici: 

I*'  apporter  des  preuves  ulterieures  de  I'existence  de 
cette  enzyme; 

2^  examiner  quantitative ment  la  dependance  de  la  pro- 
teolyse  dedifferents  agents,  surtout  de  facteurs  exterieurs; 

3°  procurer   des    renseignements    sur   la    nature   et   sur 
Paction  de  I'enzyme  (ou  des  enzymes^)),  de  manie re  a  rendre 
possible   la   determination   de   sa    (ou  leur)   place  systema 
tique  parmi  les  enzymes  congeneres  connues   aujourd'hui. 

Dans  la  partie  traitant  les  lois  determinant  la  dependance  d'agents 
exterieurs  de  la  proteolyse  on  trouvera  des  preuves  irrecusables  de  la 
supposition  que  c'est  dans  les  enzymes  qu'il  faut  chercher  la  cause  de 
ce  phenomene.  Pendant  la  marche  de  mon  travail  de  telles  preuves 
ont  ete  donnees  aussi  par  d'autres  recherches,  par  celles  de  Win- 
disch  et  Schellhorn,  de  Fernbach  et  Hubert,  de  Petit  et 
Lab  our  ass  e. 

Gependant,  c'est  de  I'autre  cote  de  la  question  que  j'ai  fait  ma 
tache  principale :  mon  but  essentiel  est  d'apporter  des  donnees  de  la 
marche  de  la  proteolyse  pareilles  a  celles  qu'a  fournies  Kjeldahl 
pour  la  saccharification  sous  I'influence  de  la  diastase  et  de  I'invertase. 

Pendant  ce  travail,  un  grand  nombre  d'autres  questions,  qui  y 
sont  intimement  liees  et  dont  la  solution  contribuerait  a  I'elucidation 
du  caractere  de  la  proteolyse,  se  sont  presentees.  Ge  sont  les  ques- 
tions qui  concernent  la  nature.  Paction,  I'origine,  le  sort  de  Penzyme 
(des  enzymes)  pendant  la  germination  et,  a  la  malterie,  pendant  la 
torrefaction,  etc. 

Pourtant,  j'ai  avant  tout,  dans  ce  travail,  eu  en  vue  les  questions 
purement  theoriques  et  qui  pussent  etre  d'importance  pour  Petude  des 
enzymes  en  general,  sans  perdre  de  vue  Pimportance  pratique  de  ce 
genre  de  recherches,  en  particulier  pour  la  technique  du  brassage.    J'ai 


1)  Butkewitsch:  Berichte  d.  d.  botan.  Gesellsch.  XXIII  358—364  (1900) 
et  Zeitschr.  f.  physiol.  Ghemie  XXXII  1—53  (1901). 

^)  Mes  essais  ayant  demontre  I'existence  de  plus  d'une  enzyme  proteo- 
lytique. 
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deja  publie  des  experiences  qui  inleressent  celle-ci  dans  la  communica- 
tion qui  a  paru  a  la  ^Zeitschrift  fur  physiologische  Ghemie"  (XXXI, 
p.  79,  1900).  Je  me  reserve  de  revenir  sur  ces  experiences  et  sur 
d'autres  plus  nouvelles,  qui  tournent  particulierement  sur  la  proteolyse 
pendant  le  brassage,  dans  une  publication  posterieure. 

II. 

Methodes  experimentales. 

Mes  premiers  essais  d'orientation  ont  ete  faits,  a  peu  pres,  d'apres 
la  methode  dont  se  servait  Kjeldahl  (v.  p.  137).  Gependant,  au  lieu 
du  malt  touraille,  j'employais  du  malt  vert  ecrase  (une  partie  pour  deux 
d'eau)  pour  les  extraits  contenant  les  enzymes  proteolytiques  et  que  je 
faisais  agir  sur  le  gluten  de  la  farme  de  froment.  Les  resultats  ob- 
tenus  correspondaient  a  ceux  de  Kjeldahl.  II  y  avait,  pourtant, 
comme  dans  les  essais  de  celui-ci,  souvent,  entre  les  determinations 
paralleles,  des  ecarts  trop  grands  et  qu'il  serait  desirable  d'eviter. 

De  plus,  la  dissolution  du  gluten  employe  n'etait  pas  complete. 
La  solution  n'etait  jamais  toute  limpide.  En  laissant  reposer,  un  pre- 
cipite  (de  I'amidon,  peut-etre  aussi  des  composes  azotes)  se  formait  tou- 
jours.  Elle  coagulait  sous  Paction  de  I'enzyme  coagulante  deja 
nommee  de  I'extrait  de  malt  —  enzyme  qui,  d'apres  mes  recherches, 
faisait  aussi  coaguler  le  lait^)  —  ce  qui,  sans  doute,  rendait  moins 
nombreux   les   points    d'attaque   de   I'enzyme    et  plus  faible  son  action. 

Pour  ces  raisons  j'essayais  de  changer  d'albumine,  prenant  celle 
qu'on  peut  extraire  de  la  farine  de  froment  par  Palcool  a  55  p.  c.  et 
que  Kjeldahl  a  nommee  „glutine"^).  J 'en  donnerai  plus  loin  la 
description  detaillee  avec  le  procede  pour  I'obtenir.  lei  je  me  borne 
aux  caracteres  suivants  :  avec  les  acides  faibles  elle  donne  une  solution 
parfaitement  limpide  qui  ne  se  coagule  ni  a  I'ebullition  ni  sous  I'in- 
fluence  de  la  presure,  tandis  que,  d'autre  part,  elle  est  tres  sensible  a 
Taction  des  enzymes  proteolytiques  de  I'extrait  de  malt. 

Alors  une  nouvelle  difficulte  s'est  produite.  Avec  du  sulfate  de 
cuivre  +  de  I'hydrate  de  sodium  +  du  sel  de  Seignette  cette  substance 
donnait  un  precipite  extremement  glutineux  et  qu'il  etait  impossible 
d'eloigner  du  verre  pour  en  faire  le  dosage.  11  fallait  done  trouver 
un  autre  precipitant.  Apres  en  avoir  essaye  plusieurs  (sels  de  metaux 
lourds,  acide  trichloracetique,  et  d'autres)  qui  donnaient  des  resultats  plus 


1)  V.  Fr.  Weis:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chemie  XXXI,  96  (1900). 
^)  V.  J.  Kjeldahl:    Forhandlingerne  ved  Naturforskermodet  i  Kjobenhavn 
1892  ou  les  presents  Comptes  rendus  V,  p.  X  (1900). 
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ou  moiiis  satisfaisants,  je  me  suis  decide,  provisoirement,  pour  I'acide 
tannique.  Reuni  a  un  peu  de  chlorure  ou  d'acetate  de  sodium, 
celui-ci  dormait,  non  pas  seulemenl  de  beaux  precipites,  mais  aussi  des 
produits  filtres  qui  traversaient  vite  Jes  filtres,  et  etaient  limpides.  11  pie- 
cipitai!  toute  la  ^glutine"  qui  n'avait  ete  soumise  a  aucune  action,  mais 
une  partie,  seulement,  de  celle  qui  avait  ete  soumise  a  Taction  de  I'extrait 
de  malt.  Le  precipite  se  reunissait  vite  sous  la  forme  d'une  masse 
volumineuse  ou  le  dosage  de  Tazote  etait  facile  a  operer. 

Pour  eviter  un  lavage,  qui  aurait  pu  redissoudre  le  precipite  en 
partie,  j"ai  prefere  d 'employer,  au  lieu  des  precipites,  une  quote-part 
des  liquides  filtres  pour  y  determiner,  d'apres  la  methode  de  Kjel- 
dahl,  la  quantite  d 'azote  se  derobant  a  la  precipitation  par  I'acide 
tannique  avant  et  apres  la  proteolyse.  Ge  procede  est,  a  mon  avis, 
beaucoup  plus  sur  que  celui  qui  opere  sur  les  precipites. 

Plus  loin  dans  mon  travail  j'ai  trouve  que  le  chlorure  stanneux 
est  un  precipitant  excellent  pour  I'elucidation  de  certaines  phases  de 
la  proteolyse  sur  lesquelles  I'acide  tannique  ne  nous  renseigne  pas,  Je 
parlerai  tout-a-l'heure  de  la  valeur  et  de  I'emploi  de  ces  deux  sub- 
stances comme  precipitants.  Je  vais  commencer  par  la  description  des 
methodes  employees,  de  beaucoup  le  plus  souvent,  a  mes  experiences. 
Le  but  de  celles-ci,  que  j'indiquerai  sous  le  nom  d'experiences  mo- 
deles,  etait  de  trouver  les  lois  generales  de  Faction  des  enzymes. 
Je  decrirai  plus  tard  les  methodes  appliquees  aux  cas  speciaux  pour 
trouver  certains  cotes  de  la  nature  des  enzymes. 

Preparation  des  ext raits  de  malt. 

Toutes  mes  experiences  modeles  sont  faites  avec  des  extraits 
de  malt  vert  arrive  au  point  ou  —  au  neuvieme  jour  de  germination 
—  la  germination  est  interrompue  par  la  torrefaction  a  la  touraille. 
Des  experiences,  dont  je  parlerai  plus  loin,  ont  prouve  que  c'est  la  le 
moment  de  la  vie  de  la  plantule  d'orge  ou  on  trouve  ordinairement  le 
plus  grand  pouvoir  fermentatif  proteolytique ,  du  moins  trypsique, 
quoiqu'il  puisse  y  avoir  d'assez  grandes  differences  individuelles  entre 
les  differents  echantillons  de  malt. 

On  prepare  toujours  les  extraits  immediatement  apres  qu'on  aura 
ete  chercher  le  malt  a  la  malterie,  pour  I'empecher  de  se  secher  a 
Pair.  On  ecrase  le  malt  en  le  faisant  passer  deux  fois  par  un  hachoir. 
11  se  forme  ainsi  une  bouillie  epaisse,  qu'on  delaie  avec  de  I'eau.  Aux 
premieres  experiences  je  me  servais  d'une  partie  de  malt  pour  deux 
d'eau,  mais  apres,  je  n'ai  mis  que  quatre  parties  d'eau  pour  trois  de 
malt.     On    obtient   ainsi    des    extraits    de  malt  a  la  fois  plus  riches  en 
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azote  et  plus  actifs.  La  bouillie  est  d6layee  dans  de  I'eau,  a  plusieurs 
reprises,  pendant  30  a  60  minutes,  a  la  temperature  ambiante.  Quelque- 
fois  on  I'a  laissee  jusqu'au  lendemain  dans  I'armoire  glaciere  (a  4^  —  5^), 
mais,  en  general,  je  la  filtre  au  bout  de  la  demi-heure  ou  de  Theure 
par  un  fillre  plisse  sur  un  entonnoir  a  nervures.  On  rejette  sur  le  filtre 
le  premier  liquide  filtre,  repetant  I'operation  3  ou  4  fois  pendant  un 
quart  d'heure,  jusqu'a  ce  qu'il  passe  parfaitement  limpide.  On  place 
le  tout  dans  Tarmoire  glaciere,  oil  le  filtrage  se  fait  avec  beaucoup 
de  lenteur,  jusqu'au  lendemain.     Voici  quelques  resultats: 

de  670s^'  de  malt  +     892^^=  d'eau  on  obtint  540*='^  d'extrait  de  malt 
•    8908^         -       +  1187'-^     —       ~       —      800^^^        —  — 

-  lOOOs^        —       +  1333*^^     —      -       —      980^^        —  — 

La  matiere  seche  du  malt  employe  variait  considerablement  entre  49.35, 
50.44,  53.40,  55.99  p.  c.  II  va  de  soi  que  la  quantite  d'azote  varie  avec 
les  differentes  orges.  On  verra  les  variations  des  chiffres  suivants  indi- 
quant  en  milligrammes  la  quantite  d^azote  contenue  dans  10^^=  de  dif- 
ferents   extraits   prepares   de  3  parties   de   malt  et  de  4  parties   d'eau: 

Orge  de  1898  Orge  de  1900 

18.35  milligrammes  d'azote  15.00  milligrammes  d'azote 

16.66            —                —  19.62  —  — 

18.37            —                —  19.21  —  — 

16.35            —                -  19.66  —  — 

17.21            —                —  18.88  —  - 

17.70            -                —  20.04  —  — 

19.33            —                —  19.10  —  — 

18.84  •-  — 

La  difference  des  deux  annees  est  assez  sensible,  tandis  que  les 
variations  de  chaque  annee,  prise  a  part,  sont  petites,  a  une  excep- 
tion pres. 

De  meme  que  les  quantite?  de  substance  seche  et  d'azote  varienf, 
on  trouve  des  variations  au  pouvoir  fermentatif  des  extraits  de  malt, 
sans  qu'il  soit  necessaire  de  supposer  des  relations  definies  entre  ces 
caracteres. 

En  general,  on  se  sert  des  extraits  de  malt  le  lendemain  de  leur 
preparation,  le  jour  meme  ou  s'est  accompli  le  filtrage.  Mais,  du  reste, 
ils  ne  s'affaiblissent  aucunement  si  on  les  laisse  dans  I'armoire  glaciere 
deux  ou  trois  jours,  ou  plus  longtemps  encore,  pourvu  qu'on  les  garde 
a  0^,  emballes  de  glace  dans  un  sceau.  Aussi,  au  cas  qu'on  desire 
se  servir  du  meme  extrait  pour  la  comparison  de  plus  de  series  d'ex- 
periences  qu'on   ne   pent   faire   en    un   jour,    a-t-on   recours,    ordinaire- 

11* 
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ment,  a  cet  ernballage  de  glace  qui  conserve  Je  pouvoir  fermentatif 
sans  affaiblissement  pendant  pres  de  8  jours,  Textrait  restant  frais  et 
limpide  tout  le  temps.  —  Si,  au  contraire,  on  laisse  les  extraits  sans 
ernballage  de  glace  dans  I'armoire  glaciere  a  4^  —  5^,  il  se  produit, 
au  bout  de  3  —  4  jours,  une  fermentation  acide  tres  forte.  Les  ex- 
traits  se  troublent,  prennent  une  odeur  fetide,  finissant  par  perdre  leur 
pouvoir  fermentatif  proteolytique.  Ainsi  qu'il  resulte  d'experiences 
decrites  plus  loin,  celui-ci  pourra,  presque  sans  affaiblissement,  se 
conserver  assez  longtemps,  de  8  a  10  jours,  en  ajoutant  du  toluol. 
Mais  je  ne  me  suis  servi  de  ce  pr6servatif  qu'exceptionellement. 
L'addition  de  thymol,  de  chloroforme,  d'aldehyde  formique  est  impra- 
ticable  a  cause  de  Tinfluence  nuisible  qu'exercent  sur  les  enzymes  ces 
matieres  (v.  plus  loin  111,  8). 

Mesure  du  pouvoir  fermentatif. 

Pour  suivre  la  proteolyse,  on  pourrait  soumettre  a  I'autodiges- 
tion  I'extrait  de  malt,  qui  contient  toujours  des  substances  proteiques 
se  laissant  modifier  ulterieurement  par  les  enzymes  proteolytiques. 
Mais  on  n'obtient  ainsi  que  des  traits  peu  considerables,  quoiqu'un 
peu  plus  grands  en  acidulant  I'extrait.  En  effet,  les  matieres  pro- 
teiques de  I'orge  ont  deja  ete  soumises  a  une  proteolyse  fermentative 
pendant  la  germination,  et  il  n'en  reste,  au  malt  vert,  qu'une  petite 
quantite  a  meme  d'etre  ulterieurement  dedoublee.  De  tels  essais  ont 
ete  faits  en  grand  nombre,  mais  surtout  a  titre  de  comparaisonet  de 
controle.  —  On  pourrait  aussi  faire  agir  les  enzymes,  par  maceration, 
sur  les  matieres  proteiques  insolubles  a  I'eau  avec  lesquelles  elles  se 
trouvent  au  grain.  J'ai  fait  un  assez  grand  nombre  d'essais  de  ce 
genre,  surtout  avec  du  malt  touraille.  Mais  on  n'obtient  ainsi  aucun 
chiffre  absolu  indiquant  Paction  fermentative.  On  trouve  bien  un 
changement  au  rapport  pour  cent  de  I'azote  reste  intact  a  I'azote 
dedouble,  mais  il  n'est  pas  toujours  facile  de  determiner  I'influence 
exerc^e  sur  ce  rapport  par  les  conditions  d'extraction. 

Si,  au  contraire,  on  soumet  une  substance  albuminoide,  pure 
autant  que  possible,  a  la  proteolyse  par  Paction  d'un  extrait  de  malt, 
on  pourra  exprimer  le  dedoublement  en  chiffres  absolus,  quand  meme 
il  ne  suffit  pas  d'en  faire  la  simple  lecture  pour  determiner  la  loi  de 
I'influence  d'un  agent,  puisqu'on  ne  peut  pas  empecher  le  changement 
d'autres  agents  pendant  les  experiences. 

G'est  de  cette  methode  que  je  me  suis  servi  pour  la  plupart  de 
mes    experiences   en   employant    la    glutine    de    Kjeldahl,    Palbumine 
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soluble  dans  I'alcool  a  55  p.  c.  et  dont  j'ai  parle  plus  haut.  Voici  com- 
ment je  I'obtiens^):  On  delaie  soigneusement  de  la  farine  de  froment, 
premiere  quality,  par  petites  portions  dans  deux  fois  son  poids  d'alcool 
a  55  p.  c.  On  refroidit  a  8^.  Au  bout  de  quelque  temps  on  porle 
la  masse  sur  des  filtres  Chardin  qu'on  couvre  avec  une  plaque  de 
verre.  Le  filtrage  se  fait  tres  lentement,  demandant  3 — 4  jours.  On 
met  le  liquide  fillre  faiblement  opalisant  et  jaunatre  dans  un  melange 
refrigerant  pendant  24  heures.  On  decante  ce  qui,  pour  n'etre  pas 
congele,  ne  s'est  pas  reuni  au  fond  sous  la  forme  d'un  sirop  visqueux. 
On  redissout  le  sirop  dans  un  petit  peu  d'alcool  a  55  p.  c.  On  con- 
tinue de  refroidir  et  de  redissoudre  jusqu'a  ce  qu'on  pense  avoir  ob- 
tenu  un  produit  suffisamment  pur.  Redissous  dans  le  moins  d'alcool 
a  55  p.  c.  possible,  celui-ci  se  precipite  comme  un  precipite  blanc 
brillant,  si  on  verse  la  solution  goutte  a  goutte  ou  comme  un  filet  mince, 
dans  une  grande  partie  d'alcool  absolu.  Laissee  la-dessous  pendant  quelque 
temps,  la  glutine  finit  par  s'endurcir  formant  une  masse  cassante  qu'on 
pulverise  avec  un  peu  d'alcool  absolu;  on  en  separe  celui-ci  par  filtra- 
tion sur  un  appareil  de  Biichner.  On  lave  a  Talcool  absolu.  Enfin,  on 
fait  s6cher  dans  le  vide  sur  de  I'acide  sulfurique,  a  la  temperature  ordi- 
naire, pendant  plusieurs  jours.  On  obtient  ainsi  une  poudre  legere 
et  blanche ;  mais  la  quantite  n'en  est  que  tres  petite  vu  la  quantile  de 
farine  employee  (v.  le  tableau  p.  154). 

Le  plus  naturel  aurait  et6,  sans  doute,  de  se  servir  d'une  albu- 
mine  tiree  de  I'orge  ou  du  malt.  Voici,  cependant,  pour  quelles 
raisons  j'ai  prefere  celle  du  froment.  D'une  part,  on  obtient,  par  le 
procede  que  je  viens  de  decrire,  une  quantite  beaucoup  plus  petite 
d'orge  et  de  malt,  et  des  produits  moins  purs.  Apres  6 — 7  congela- 
tions j'ai  obtenu,  de  la  farine  de  malt,  un  produit  qui  donnaient  des 
solutions  pas  toutes  claires,  d'un  jaune  sale,  opalisantes.  Comme 
j'avais  besoin,  pour  le  grand  nombre  d'essais  que  je  devais  faire,  de 
quantites  d'albumine  considerables,  ces  faits  etaient  de  grande  impor- 
tance. D'autre  part.  Taction  de  I'extrait  de  malt  etait  beaucoup  plus 
forte  sur  ma  preparation  de  froment  que  sur  mes  preparations  d'orge 
et  de  malt.  Aussi  celle-la  donnait-elle  des  traits  plus  forts  de  Paction 
des  differents  agents,  ainsi  qu'il  resultera  des  experiences  communiquees 
plus  loin.  Ici  je  me  bornerai  a  montrer  la  quantite  de  matiere  obtenue 
des  differentes  portions  de  farine  employees. 


^)  Kjeldahl  indique  brievement  la  methode  dans  sa  communication  au 
Gongres  des  Naturalistes  de  Copenhague,  1892.  Voir  aussi  les  presents 
Gomptes  rendus,  V  p.  XI  (1900). 
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nombre 

de 

glutine  obtenue 

en  grammes 

corii 

i'elati 

ons 

en 

grammes 

2375  farine  de  fromeni 

5 

35 

=  1.47  pour  cent 

5000     — 

. 

2 

127 

=  2.54 

5000     - 

— 

2 

170 

=  3.40       - 

2500     - 

— 

2 

61 

=  2.44        - 

3000     — 

— 

2 

102 

=  3.40       - 

4000     - 

— 

3 

141.5 

=  3.56       - 

2000  farine 

d ' orge  .  .  . 

2 

28.2 

=  1.41 

2000  farine 

de  malt  .  . 

6- 

-7 

8.4 

=  0.42       - 

II  faut  observer  que  les  oscillations  des  rendements  dependent  non 
seulement  du  nombre  des  congelations,  mais  aussi  de  la  teneur  en 
eau  plus  ou  moins  grande  de  la  farine,  de  la  richesse  en  azote  des 
cereales,  etc. 

Kjeldahl  appelle,  nous  venons  de  le  dire,  glutine  (v.  p.  152)  TaJ- 
bumine  obtenue  ainsi.  II  en  donne  quelques-unes  des  proprietes  caracteris- 
tiques,  que  je  suis  a  nieme  de  suppleer  de  quelques  observations  nou- 
velles.  En  effet,  souvent  force,  en  variant  les  conditions  de  mes  expe- 
riences, d'examiner  la  maniere  de  se  comporter  de  cette  substance,  je 
me  renseignais,   a  I'occasion,  sur  ses  proprietes  physiques  et  chimiques. 

Quant  a  sa  solubilite,  cette  albumine  est  insoluble  dans  I'eau  et 
dans  I'alcool  au-dessus  de  90  p.  c,  soluble  dans  I'alcool  de  force  moyenne 
et  dans  les  alcalis  (hydrate  de  sodium,  carbonate  neutre  de  sodium)  de 
concentrations  pas  trop  faibles.  Elle  se  comporte  differemment  vis-a-vis 
des  acides  organiques  et  des  acides  mineraux.  Pour  les  premiers,  on 
a  examine  ses  rapports  a  I'acide  lactique  et  a  Tacide  acetique.  Les 
concentrations  les  plus  faibles  dans  lesquelles  2  p.  c.  de  la  preparation 
se  dissolvent  entierement,  sont  Tacide  lactique  etendu  a  0.05  p.  c. 
(=  I'acide  titre  normal  au  ^/iso)  et  I'acide  acetique  etendu  a  0.03  p.  c. 
(=  I'acide  titre  normal  au  ^/20o),  mais  la  solubilite  va  en  augmentajit 
avec  la  concentration  des  acides,  du  moins  jusqu'a  I'acide  lactique  etendu 
a  4  p.  c.  et  a  I'acide  acetique  etendu  a  6  p.  c. ,  les  concentrations  les 
plus  fortes  examinees  de  ces  acides.  Dans  I'acide  chlorhydrique  et  I'acide 
sulfurique,  au  contraire,  elle  n'est  soluble  qu'au-dedans  de  limites  tres 
etroites.  En  faisant  bouillir,  on  est  a  meme  de  dissoudre  entierement 
2  p.  c.  de  la  preparation  dans  des  concentrations  d'acide  sulfurique  variant 
entre  I'acide  titre  normal  au  ^Aoo  et  au  ^/lo.  Mais  en  refroidissant  jus- 
qu'a la  temperature  ordinaire,  une  partie  se  depose  de  nouveau  si  les 
concentrations  sont  plus  faibles  que  la  liqueur  acide  normale  au  ^/200 
ou  plus  fortes  que  celle  au  \/4o.  La  solution  reste  limpide  dans  les 
concentrations  intermediaires  sauf  la  solution  dans  une  liqueur  titree 
normale  au  ^/so,  qui  devient  opalisante.    II  faut  consid^rer  que  la  sub- 
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stance  est  insoluble  dans  I'acide  suli'urique  d'une  concentration  au-dessus 
de  0.49  p.  c.  (=  line  liqueur  titree  normale  au  Vio),  le  maximum  de  so- 
lubilite  se  trouvant  autour  d'une  concentration  de  0.049  p.  c.  —  (une  li- 
queur titree  normale  au  Vioo).  II  en  est,  en  realite,  de  meme  de  I'acide  chlor- 
hydrique,  a  cela  pres  que  la  solubilite  est  generalement  un  peu  plus  grande. 

Ges  solutions  supportent  1 'ebullition  sans  coagulation  de  Talbu- 
mine.  Une  solution  dans  Tacide  lactique  a  0.4  p.  c.  —  c'est  I'acide  dont  je 
me  suis  servi  le  plus  souvent  —  se  conserve  extremement  bien,  surtout 
si  on  la  laisse  a  une  temperature  basse  (4^  —  5^).  Si  une  partie  de  Teau 
s'evapore,    une   masse  gelatineuse   et   transparente  finit  par  se  deposer. 

Le  pouvoir  rotatoire  de  la  glutine  a  ete  etudie  par  Kjel- 
dahl.     II  I'a  trouve: 

dans  I'alcool  a  55  p.  c  pour  aj)  =  -i-    92^ 

—  le  vinaigre  glacial  —      -—-^81^ 

—  I'acide  acetique  a  0,1 — 5  p.  c.     —      -     —  -^111*^ 

—  le  phenol  a  40^  —     -    =  -^  130^ 

Kj  eld  a  hi  fait  remarquer  que  le  chiffre  qu'il  a  trouve  pour  le 
pouvoir  rotatoire  —  en  tout  cas  en  solution  alcoolique  —  est  telle- 
ment  constant  qu'il  I'a  trouve  le  meme  dans  des  preparations  de  froment 
des  climats  les  plus  divers  (froment  de  Danube,  froments  californien  et 
danois)  et  de  quatre  annees  differentes. 

II  trouva  la  meme  stabilite  a  la  quantite  d'azote,  qui  ne  deviait 
jamais  beaucoup  de  17.25  p.  c.  Dans  deux  preparations,  que  j'ai  ex- 
aminees a  cet  egard,  j'ai  trouve  17.18  et  17.22  p.  c.  d'azote,  ce  qui 
parait  s'accorder  assez  bien  avec  les  chiffres  de  Kjeldahl. 

On  precipite  la  glutine  completement  (v.  le  tableau  p.  158)  par 
certains  precipitants,  I'acide  tannique,  par  exemple,  additionne  d"un  peu 
de  solution  saline  (acetate  de  sodium  ou  chlorure  de  sodium).  On  en 
precipite  environ  98  p.  c.  (97.9  p.  c.)  par  une  solution  de  sulfate  de 
zinc.  De  deux  preparations  on  a  precipite  94.9  et  95.6  p.  c.  respec- 
tivement  de  la  quantite  totale  d'azote  par  le  chlorure  stanneux  addi- 
tionne de  chlorure  de  calcium.  L'action  de  I'acide  lactique  ne  change 
en  rien  ces  reactions.  M.  Schjerning,  chef  de  laboratoire  de  Ny 
Garlsberg,  ayant  eu  un  petit  echantillon  d'une  de  mes  preparations,  en 
a  etudie  les  reactions  avec  des  precipitants  dont  il  a  I'habitude  de  se 
servir.  II  a  bien  voulu  me  communiquer  les  chiffres  suivants,  qui 
expriment  la  quantite  d'azote  total  precipitee  en  deux  dosages  paralleles: 

1  II 

Par  du  chlorure  stanneux 94.7  p.  c.  et  92.7  p  c. 

-  du  chlorure  mercurique 96.1    —      -    94.8  — 

-  de  I'acetate  de  fer  +  du  phosphate  disodique  55.3   —     -      „      — 
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I  II 

Par  de  I'acetate  de  fer +  du  phosphate  acidede  calcium      „     p.  c.  et  64.6  p.  c. 

-  de  I'acetate  uraiiique 94.7   —    -  94.8   — 

-  du  sulfate  de  magnesium 96.1   —    -  96.8   — 

erreur  admissible 1.4   —    -     1.1    — 

Peut-etre  a-t-on  ici,  contrairement  a  ce  que  pensait  Kjeldahl, 
un  melange  de  deux  ou  de  plusieurs  corps.  Ge  qui  semble  Tindiquer, 
c'est  qu'aucun  des  precipitants  appliques  ne  donne,  comme  le  fait 
Tacide  tannique,  une  precipitation  complete.  11  n'y  a  pas  lieu,  cepen- 
dant,  de  discuter  ici  cette  question,  d'autant  plus  qu'en  choisissant 
cette  substance  ce  n'est  pas  un  corps  absolument  pur  —  un  individu  chi- 
mique  —  que  j'ai  cherche.  Ge  qui  m'a  guide,  ce  sont  les  considerations 
que  voici:  1^  ce  corps  est-il  susceptible  de  Paction  de  I'extrait  de 
malt?  2*^  donne-t-il  des  precipitations  bien  prononcees  et  qui  permet- 
tent  de  suivre  la  proteolyse  quantitativement  ?  Sous  ces  deux  rapports 
son  action  a  ete  toute  satisfaisante^). 

Enfm  j'ajouterai^)  qu'en  faisant  bouillir  ce  corps  avec  de  I'acide 
chlorhydrique  a  20  p.  c.  et  de  Tetain  on  obtient  constamment  de 
29.4  a  29.6  p.  c.  d'ammoniaque,  qu'on  ait  etendu  la  decomposition  a 
quatre  ou  a  huit  fois  vingt-quatre  heures. 

Dans  son  rapport  fait  au  Gongres  des  Naturalistes  de  Copenhague,  1892, 
Kj  el  da  hi,  nous  venons  de  le  dire,  a  appele  ce  corps  glutine.  C'est 
aussi  de  ce  nom  qu'il  se  servait  tous  les  jours  au  laboratoire.  Mais  il  n'a 
jamais,  que  je  sache,  donne  ses  raisons  du  choix  de  ce  nom.  Peut-etre  a-t-il 
seulement  voulu  le  distinguer,  tout  court,  de  la  vieille  conception  de  gluten 
de  Ritthausen,  tandis  que.  d'autre  part,  on  ne  peut.  a  son  avis,  I'iden- 
tifier  avec  aucune  des  trois  matieres  albuminoTdes  solubles  dans  I'alcool 
(fibrine,  gliadine,  mucedine)  qu'on  pense  avoir  trouvees  plus  tard  dans  le 
froment^).  A  I'avis  de  Kjeldahl,  il  n'y  a  qu'une  seule  albumine  soluble  dans 
I'alcool,  ses  preparations  ayant  toujours  donne  la  constante  sus-dite  par  rap- 
port a  I'azote  et  au  pouvoir  rotatoire.  Cependant,  il  faut  se  demander  si  les 
faits  connus  de  ce  corps  aulorisent  a  I'emploi  d'un  terme  reserve  jusqu'ici, 
dans  la  terminologie  scientifique,  aux  matieres  collagenes.  A  mon  avis,  il  ne 
faudrait  pas.  malgre  certaines  ressemblances  aves  celles-ci,  etendre  le  terme 
de  glutine  aux  matieres  albuminoides  vegetales,  avant  d'en  avoir  etabh  la 
nature  par  la  determination  et  I'etude  soigneuses  de  leurs  proprietes  physiques 


^)  Ge  serait  un  probleme  assez  interessant  que  la  determination  de  sa 
purete,  de  ses  dedoublements  sous  Taction  d'acides,  d'alcalis,  etc.,  et, 
avant  tout,  de  sa  place  parmi  les  matieres  proteiques  deja  etudiees  avec 
plus  d'exactitude. 

'^)  D'apres  des  renseignements  qu'a  bien  voalu  me  fournir  mon  collegue 
M.  G.Pedersen. 

^)  Osborne  &'  Voorhees.  v.  Griessmayer:  Die  Proteide  der  Getreide- 
arten,  2  edition  p.  95  (1897). 
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et  chiiiiiques.  Quoique.  dans  une  communication  provisoire,  publiee  a  la 
^Zeitschr.  fiir  phy.siol.  Ghemie%  je  me  sois  deja  servi  de  ce  nom  en  parlant 
de  cette  preparation,  je  prefererai,  dans  la  suite,  de  I'appeler,  en  general, 
proteine  et,  plus  particulierement,  proteine  de  Croment,  de  malt,  d'or^e,  etc., 
evitani  ainsi  d'anticiper  un  terme  mieux  approprie  et  qu'on  pourrait  Irouver 
plus  tard 

Si,  a  une  temperature  convenable,  on  fait  agir  un  extrail  de  malt 
sur  une  telle  solution  de  proteine,  faiblement  acide,  la  proteine  subit 
une  transformation  —  qui  fmit  par  devenir  presque  complete  —  laquelle 
se  manifeste  de  differentes  manieres,  soit  en  se  derobant  a  la  precipi- 
tation par  certains  precipitants,  soit  en  se  faisant  dialysable,  soit  en 
donnant  des  reactions  nouvelles  de  coloration ,  soit  en  se  dedoublant 
en  substances  toutes  nouvelles  et  dont  on  pent  constater  la  presence 
dans  le  liquide.  Quelque  chose  de  semblable  arrive,  mais  a  un  degre 
moindre,  pour  un  extrait  de  malt  auquel  on  n'a  pas  ajoute  de  pro- 
teine, les  matieres  albuminoides  ayant  ete  exposees,  deja  pendant  la 
germination,  a  Paction  des  ferments  proteolytiques.  Ainsi  il  se  presente 
plusieurs  methodes  pour  suivre  la  proteolyse,  et  je  me  suis  servi,  dans 
des  buts  differents,  de  methodes  differentes.  Dans  le  plus  grand 
nombre  d'experiences,  cependant,  j'ai  eu  recours,  je  Tai  deja  dit,  aux 
reactions  des  precipitants  et  surtout  de  deux,  dont  je  vais  parler  plus 
en  detail:  T acide  tannique  et  le  chlorure  stanneux. 

Voici  les  indications  qu'on  trouve  dans  la  litterature  ^)  au  sujet  de 
I'acide  tannique:  il  precipite  completement  les  albumines  propre- 
ment  dites  (ovalbumine,  caseine,  lactalbumine) ,  mais  incompletement 
les  produits  de  leur  dedoublement  (albumoses,  vraies  peptones)  et, 
parmi  eux,  les  peptones  se  dissolvent  de  nouveau  completement  dans 
un  exces  du  precipitant  (Sebelien).  11  y  a  pourtant,  a  cette  precipi- 
tation, plusieurs  circonstances  secondaires  a  observer:  les  substances 
albuminoides  qui  ne  contiennent  pas  de  parties  minerales  ne  se  pre- 
cipitent  pas  completement,  a  moins  d'ajouter  un  sel  en  petite  quantite 
(chlorure  de  sodium,  acetate  de  sodium,  chlorure  de  calcium,  sulfate 
de  magnesium,  etc.);  la  precipitation  doit  se  faire  a  froid;  le  degre 
de  dilution  et  la  quantite  du  precipitant  exercent  de  I'influence,  etc. 
Puis  le  dissolvant  de  I'acide  tannique  n'est  pas  indifferent.  Sebelien 
indique  une  solution  spiritueuse  d'apres  le  recipe  d'Alm^n^)  (4^1'  de 
tannin,  8^^  d'acide  acetique  a  25  p.  c,  et  190<=<=  d'alcool  de  40  —  50  p.  c). 
Pour  moi,   je  me   suis  toujours  servi  d'une  solution  aqueuse  a  5  p.  c. 

^)  v.,  par  exemple,  Sebelien:  Studier  over  TEggehvidestoffernes  analytiske 
Bestemmelse  med  saerligt  Hensyn  til  Maelk.  Videnskabernes  Selskabs 
Oversigter  1888,  81—126  et  Zeitschr.  fiir  physiol.  Chemie  XIII,  135—180 
(1889). 

^)  Aim  en:  Upsala  lakareforeningens  forhandlingar  1870. 
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X  -     i.       ui'  'i  precipite  abondant 
tres  troubleelfar  I'additiondun 

296 

— 

— 

2 

liquide  sus- 

— 

15.90 

7.42 

,,,            i    surplus  d'acide 
troublee         j          tannique 

297 

— 

— 

3 

>   pendu  tres 
trouble 

— 

19.31 

0.60 

[■faiblement  troublee.     Filtratiui; 
<lente.      Plus    de    precipite    par 
t      I'addition  d'acide  tannique 

298 

- 

— 

4 

— 

19.58 

0.06 

claire 

299 

— 

— 

3 

5 

— 

19.58 

0.06 

- 

300 

— 

— 

— 

6 

liquide 

— 

19.60 

002 

- 

301 

— 

— 

7 

>  faiblement 

— 

19.60 

0.02 

— 

302 

— 

8 

opalisant 

~ 

19.56 

0.10 

- 

pas  de  precipite  par 
.  I'addition  d'un   surplus 

303 



— 

— 

9 

— 

19.62 

-^0.02 

_ 

d'acide  tannique 

304 

— 

— 

— 

10 

liquide  clair 

— 

19.60 

0.02 

- 

305 

— 

— 



20 

(  liquide  clair, 

1 

19.58 

0.06 

- 

306 

— 

— 

— 

30 

j           jaune 

— 

19  58 

0.06 

-     , 

J 

307 

— 

10 

0 

1 

liquide  suspen- 
'  du  encore  plus 
trouble  qu'en 
)        295-298 

— 

8  40 

22.42 

troublee                     \    pr6cipit6l 

faiblement  troublee  .         ,,     . ,  1 
r  par  1  acide^j 

claire                               tannique 

308 

309 

— 

— 

— 

2 
3 

— 

12  87 
13.5  8 

14.48 
12.06 

310 

311 
312 

— 

— 

4 
5 
6 

14.44 
1456 
14.60 

10.34 
10.10 
10  02 

J 
1 

'  tres  troubl6e  par  I'acide 
tannique 

opalisante,  mais  de 
moins  en  moins,  par 

313    - 

— 

— 

7 

liquide  2)ar- 



14.60 

10.02 

— 

I'acide  tannique 

314 

— 

— 

~ 

8 

y  faitement  clair. 
Tous  essais 

I 
1 

14.60 

10.02 

—  non  troublee  par  I'acide  taiin. 

315 

— 

— 

— 

9 

pareils 

— 

14.58 

10.06 

_       _       _            _ 

316 

— 

— 

10 

14.65 

9.92 

_       _       _            _            _ 

317 

— 

— 

— 

20 

— 

14.68 

9.86 

_       _       _            _            _ 

318 

"■"" 

30 

1 

14.70 

(39.41) 

9.82 

titre  de  20*^^  H2  SO" 

319 

— 

50 

— 

30 

I  opalisant, 

20 

15.36 

48.10 

-      —      -           -           - 

320 

0 

10 

— 

10 

j  opaque 

10 

14.62 

9.98 

_      _      _           _            _ 

321 

10 

0 

3 

30 

(  cinq  jours  de 
\          repos. 
^  Filtration 

10 

19.58 

0.06 



1 

322 

12  cc  d'acide  si 

■ 

ilfur.  cone.  |  ^ssais  de  i 

1 
10 

19.60 

)  19'=^( 

31  de  solution   d'hyposulfite 

323 

~ 

_          _      [    controle    J 

— 

19.62 

/ 

norm  ale  au  Vi4 
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Gomme  il  etait  de  la  plus  grande  imporlance  de  connaitre  Taction 
de  ce  precipitant  sur  I'extrait  de  malt  et  sur  ma  preparation  de  pro- 
t^ine,  j'ai  fait  un  grand  nombre  d'essais  a  ce  sujet. 

A  cet  effet,  j'ai  employe  un  extrait  de  malt  prepare  de  700^'"  de 
malt  vert  ecrase  +  900^=^  d'eau  distillee  (faisant  650^^  d'extrait),  une 
solution  de  prot6ine  a  2  p.  c,  dans  de  Tacide  lactique  aqueux  a 
0.4  p.  c.  et  une  solution  d'acide  tannique  a  5  p.  c.  J'examine 
d'abord  I'influence  de  I'addition  de  quelqaes  gouttes  d'une  solution 
d'acetate  de  sodium  a  5  p.  c.  pour  apprendre  si  la  precipitation 
est  totale.  On  voit  alors  que,  dans  Textrait  de  malt,  la  precipitation 
s'opere  mieux  sans  addition  qu'avec  addition  d'acetate  de  sodium, 
celui-ci  empechant  plutot  le  precipite  de  se  deposer  aussi  rapidement 
qu'il  fait  sans  la  presence  de  I'acetate.  En  effet,  I'extrait  de  malt 
contient  un  grand  nombre  de  sels  mineraux ;  il  est  done  superflu  d'en 
ajouter  encore.  Dans  une  solution  pure  de  proteine,  au  contraire, 
I'addition  d'un  petit  peu  d'acetate  de  sodium  est  de  la  plus  grande 
importance  pour  obtenir  une  precipitation  complete  et  un  liquide  filtre 
clair,  tandis  qu'elle  n'est  pas  necessaire  dans  un  melange  d'extrait  de 
malt  et  de  solution  de  proteine.  Les  essais  inscrits  au  tableau  ci-contre 
doivent  nous  renseigner  sur  les  points  suivants:  1°  quelle  est  la  quan- 
tite  d'acide  tannique  necessaire  pour  precipiter  d'une  quantite  deter- 
minee  d'extrait  de  malt  ou  de  solution  de  proteine  toute  la  matiere 
precipitable?  2°  I'exces  d'acide  tannique  redissout-il  une  partie  du 
precipite  ? 

La  precipitation  se  fait  dans  des  fioles  jaugees,  en  remplissant 
plus  tard  d'eau  distillee.  La  filtration  ne  se  fait  que  le  lendemain. 
Pour  doser  I'azote  d'apres  la  methode  de  Kjeldahl,  on  emploie  50"^*^ 
du  liquide  filtre.     (Pour  les  details  v.  p.  163): 

Si,  aux  essais  ou  on  a  employe  \0^^  d'extrait  de  malt,  la  teneur 
en  azote  des  liquides  filtres  ne  descend  pas  notablement  au-dessous  de 
\0^s  c'est  que  I'extrait  de  malt  contient  des  matieres  azotees  (bases 
bexoniques,  corps  amides,  ammoniaque,  etc.),  produites,  probablement. 
par  Taction  des  enzymes  dans  le  grain  en  germination,  et  lesquelles 
se  derobent  a  la  precipitation  par  Tacide  tannique.  Ordinairement  ces 
matieres  constituent  la  moitie  de  Tazote  total.  Aucun  dosage  d'azote  n'a 
ete  fait  pour  I'extrait  de  malt  en  question  ici.  Mais  voici ,  a  tilre  de 
comparaison,  quelques  chiffres  pris  a  d'autres  experiences:  en  lO*"  de 
differents  extraits  de  malt  on  trouve: 

Az  total  Az  du  liquide  filtre  de  la  precipitation  par  I'acide  tannique 

quantite  trouvee  quantity  pour  100  d'azote  total 

18.35  milligrammes       8.57  milligrammes  46.7 

18.37  —  8.61  —  46.3 


16.35  milligrammes 

7,47 

17.70            - 

8.80 

17.21            — 

7.65 

19.33           - 

9.73 

18.88            - 

9.98 

20.04            - 

10.00 

18.84           — 

8.68 

19.33           — 

10.15 

18.20            - 

8.20 

18.46            — 

9.50 

21.04            - 

10.00 
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Az  total  Az  du  liquide  fillre  de  la  precipitation  par  I'acide  tannique 

quantity  trouvee  qiiantite  pour  100  d'azote  total 

7.47  milligrammes  45.1 

—  49.7 

—  44.5 

—  45.2 

—  52.9 

—  49.9 

—  46.1 

—  52.5 

—  45.1 

—  51.6 

—  48.0 

Voici  les  resultats  de  ces  essais :  1^  Pour  la  precipitation  totale 
de  lO^'^  d'une  solution  de  proteine  a  2  p.  c.  il  faut  3*^^  —  4'^^  d'une 
solution  d'acide  tannique  a  5  p.  c.  +  quelques  gouttes  d'une  solution 
d'acetate  de  sodium  a  5  p.  c.  2*^  La  precipitation  totale  d'un  melange 
de  10^^  d'une  solution  de  proteine  a  2  p.  c.  et  de  lO*^'^  d'extrait  de 
malt  tout  frais  (prepare  de  3  parties  de  malt  et  de  4  parties  d'eau) 
demande  4^*^  —  5^^  d'acide  tannique  en  solution  a  5  p.  c.  3^  L'apparence 
troublee  ou  opalisante  du  liquide  suspendu  indique  une  precipitation  in- 
complete, sans  qu'un  liquide  filtre  clair  soit  le  criterium  d'une  precipitation 
totale  (experiences  309  —  310).  4"  L'exces  d'acide  tannique  jus- 
qu'a  30^*^  ne  redissout  pas  le  precipite  depose,  pas  meme  au 
bout  de  cinq  jours  de  repos.  —  Aussi  plus  tard,  aux  experiences  mo- 
deles,  employait-on  toujours  lO'^^  d'acide  tannique  pour  la  precipitation 
de   10*^^  de  solution  de  proteine   +  10^*^  d'extrait  de  malt. 

Toutes  les  precipitations  en  question  sont  faites  a  la  temperature 
ordinaire  du  laboratoire.  Mais  en  faisant  des  experiences  a  des  tem- 
peratures plus  elevees,  on  ne  pent  ne  pas  se  demander  si  on  peut 
interrompre  ces  experiences  simplement  en  ajoutant  le  precipitant,  ou 
s'il  faut  recourir  a  un  rei'roidissement  prealable.  A  ce  sujet  on  a  fait 
les  essais  suivants: 

On  employait  10^=^  de  la  solution  de  proteine  (a  2  p.  c),  de 
I'extrait  de  malt  et  de  la  solution  d'acide  tannique  (a  5  p.  c.)  res- 
pectivement.  Avant  de  les  melanger,  on  chauffe  ou  on  refroidit  les 
parties  a  la  temperature  de  la  precipitation.  On  laisse  les  parties 
10  minutes  encore  a  cette  temperature  avant  de  diluer  par  de  I'eau 
(a  la  temperature  ordinaire).  A  toutes  les  temperatures  on  fait  des 
determinations  doubles : 
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Expe- 

Tempe- 

Az du 

riences 

rature 

Titre 

Moyenne 

filtrat 

Remarques 

Oontrole 

(10^^  de 
H2  SO^ 

ri9.60\ 
\  19.62/ 

19.61 

concentre 

J'  a  2"  I'acide  tannique  se  fait  laiteux, 

324 
325 

\     2° 

/14.28\ 
1 14.44/ 

14.36 

10.50 '"S 

1  mais  il  reprend  sa  limpidit6  en  se 
j  redissoivant  si  on  tient  la  fiole 
t  quelques  instants  entre  les  mains. 

326 
327 

}      90 

/14.30\ 
\  14.28/ 

14.29 

10.64  "'S 

328 

\1423/ 

329 

1    18" 

14.25 

10.72^^ 

330 
331 

\   25° 

ri4.30\ 
114.26/ 

14.28 

10.66^^ 

332 
333 

1    470 

/14.04) 
\14.00/ 

14.02 

11.38*"^ 

334 
335 

jlOOo 

/10.631 
U2.95/ 

11,79 

15.64  "'^ 

(  le  liquide  suspendu  etait  una 
\  Emulsion  laiteuse 

Voici  ce  que  nous  apprennent  ces  experiences:  1°  la  precipitation 
est  la  meme  aux  temperatures  entre  2^  et  25^;  2°  elle  est  incomplete 
a  47^  et  a  100^;  3^  si  on  fait  la  precipitation  a  une  tempera- 
ture elevee  elle  reste  incomplete,  quand  meme  on  refroidit 
a  une  temperature  plus  basse  —  resultat  auquel  arrive  aussi 
Sebelien  ^). 

II  est  done  de  la  plus  haute  importance  de  ne  pas  precipiter  par 
I'acide  tannique  a  une  temperature  trop  elevee.  Aussi  a  tons  les  essais 
suivants  ai-je  refroidi  les  fioles  en  les  portant  sous  la  fontaine  avant 
d'ajouter  I'acide  tannique. 

Une  tout  autre  phase  de  la  proteolyse  se  revele  en  employant 
le  chlorure  stanneux,  I'autre  precipitant  dont  je  me  suis  souvent 
servi.  Ge  n'est  qu'assez  tard  que  mon  attention  a  ete  attiree  sur 
I'avantage  que  pr^sente,  pour  mon  but,  Temploi  de  cette  substance.  En 
me  servant  de  ce  precipitant,  j'ai  essaye  de  determiner  I'influence  de 
diff^rents  agents  d'un  interet  general  sur  cette  autre  phase. 

C'est  en  m'efforqant  de  trouver  les  caracteres  qualitatifs  de  la 
proteolyse  au  moyen  de  precipitants  differents  que  j'ai  rencontre  le 
chlorure  stanneux,  qui  6tait  parmi  des  precipitants  de  proteine  qu'avait 


1)  1.  c.  p.  90. 
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recommandes  Schjerning.  En  faisant  varier  soit  la  duree  de  Fex- 
perience,  soit  la  temperature,  j'obtenais  des  courbes  de  precipitations 
de  positions  differentes,  celle  du  chlorure  stanneux  offrant  un  interet 
tout  particulier,  ainsi  qu'on    verra  par  ies  resultats  donnes  plus  loin. 

D'apres  Schjerning^),  on  prepare  une  solution  de  chlorure 
stanneux  de  50^^  d'etain  rape  qu'on  fait  digerer,  dans  une  fiole  tar6e, 
avec  une  forte  quantite  d'acide  chlorhydrique  concentre  bouillant, 
jusqu'a  la  dissolution  de  tout  Tetain.  On  evapore  jusqu'a  ce  que  le 
contenu  de  la  fiole  pese  130^^  environ.  La  solution  chlorhydratee  de 
chlorure  stanneux,  portee  a  un  litre  en  etendant  d'eau  distillee,  est 
filtree.  Pour  prevenir  I'oxydation,  on  distribue  la  solution  dans  de 
petits  flacons,  qu'on  remplit  jusqu'aux  bouchons  de  verre  fermant 
hermetiquement.  Ge  precipitant  ne  precipite  pas  non  plus  Ies  matieres 
proteiques  qui  ne  contiennent  pas  de  cendres  ou  qui  n'en  contiennent 
que  tres  peu.  Aussi  Schjerning  recommande-t-il  d'ajouter  5  —  10^^ 
d'une  solution  de  chlorure  de  calcium  a  10  p=  c,  ce  que  j'ai  fait  a 
toutes  mes  precipitations. 

Nous  avons  deja  dit  que  le  chlorure  stanneux  precipite  95  p.  c. 
de  la  solution  de  proteine  de  froment.  11  precipite  beaucoup  moins 
de  I'azote  de  I'extrait  de  malt  que  ne  fait  I'acide  tannique.  Gelui-ci 
precipite  environ  50  p.  c.  (v.  le  tableau  p.  158),  tandis  que  le  chlorure 
stanneux  ne  precipite  qu'un  peu  au-dela  de  30  p.  c.  (en  deux  cas  32 
et  33,5  p.  c).  Mais,  si  on  precipite  le  melange  d'une  solution  de 
proteine  et  d'un  extrait  de  malt,  la  quantite  precipitee  est  moins 
grande  que  celle  de  deux  precipitations  separees,    sans    qu'on   en  con- 


Solution  de 
proteine 
a  2  p.  c. 

Extrait 
de  malt 

Az 
total 

j   Az  precipite  par 
SnCP 

quantity 
absolue 

pour  100 
d'Az  total 

Experiences 
nos.  1613—  < 
1630 

cc 
10 

n 

10 
10 

cc 

10 
10 
10 

mg 

33.68 
19,10 

52.78 
52  78 

mg 

31.96 

6.40 

38.36 

36.58 

pour  100 
94.9 

33.5 

72.7  ■ 
69.3 

calculi 
trouve 

Experiences 
nos.  1917—  < 
1930 

10 

n 

10 
10 

10 
10 
10 

31.74 

18.54 
50.28 
50.28 

30.30 

5.93 

36.23 

34.75 

95.6 
32.0 
72.1 
69.1 

calcul6 
trouv6 

"■)  V.  Schjerning:  Fresenius' Zeitschr.  fiir  anal.  Chemie  XXXIII  263  (1894), 
XXXIV,  135  (1895),  XXXV,  285  (1896),  XXXVI,  643  (1897),  XXXVII,  73 
(1898),  XXXVII,  413  (1898),  XXXIX,  545  (1900). 
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naisse  la  cause.  Le  tableau  suivant  fera  connaitre  les  deviations  dont 
il  s'agit  (v.  p.  162): 

A  ces  precipitatioijs  on  employait  10^''  de  solution  de  chloiuie  de 
calcium  et  20^'^"  de  solution  de  chloruie  stanneux,  toule  la  matiei-e 
precipitable  ne  se  precipitant  pas  par  moins  de  15^*^  de  chlorure  stan- 
neux. Pour  eviter  de  trop  fortes  dilutions,  on  faisait  les  precipitations 
dans  des  fioles  de  50^^^.  On  laissait  les  fioles  bouchees  de  bouchons 
de  liege  (pour  empecher  Tacces  de  Toxygene)  jusqu'au  lendemain. 
Puis  on  filtrait.  Pour  obtenir  un  liquide  filtre  limpide,  il  fallait  souvenl 
rejeter,  a  plusieurs  reprises,  sur  le  filtre  les  premieres  parties  filtrees. 
Le  trouble  subsequent  etait  du  a  I'oxydation  du  chlorure  stanneux. 
On  dosait  I'azote  de  la  moitie  du  liquide  filtre  (25*^^^)  apres  Tavoir 
evapore  avec  precaution,  en  ajoutant  un  peu  d'acide  sulfurique  con- 
centre, a  I'etuve  a   100^.   — 

Voici  quelques  indications  du  dosage  d'azote  d'apres  Kjeldahl  qui 
pourraient  avoir  de  I'interet.  On  fait  les  dosages,  nous  venons  de  le  dire, 
aux  liquides  filtres  en  y  prenant  la  moitie  du  volume  primitif  du  liquide 
d'experience:  50^^  et  25^^  respeclivement,  les  fioles  jaugees  contenant 
100^*^  ou  50^^.  Avant  I'evaporation  on  ajoute  l'^^  environ  d'acide  sul- 
furique concentre;  on  evapore  les  solutions  contenant  I'acide  tannique 
sur  une  flamme  nue  jusqu'a  I'apparition  de  fumees  d'acide  sulfurique. 
11  n'y  a  pas  moyen  d"en  faire  autant  avec  les  liquides  filtres  au  chloiure 
stanneux,  Tebullilion  produisant  des  soubresauts  et  des  projections  a  Tin- 
terieur  des  fioles.  On  met  done  celles-ci  a  Tetuve  chauffee  a  100^. 
Si  on  les  y  laisse  la  nuit  durant,  I'evaporation  sera  assez  avancee  pour 
que  le  lendemain  la  decomposition  par  I'acide  sulfurique  puisse  se  faire 
sans  soubresaut  ni  projections  ni  formation  de  mousse.  Pour  la 
decomposition  on  emploie,  en  general,  10^<^  d'acide  sulfurique  concentre 
et  une  spatule  d'oxyde  de  cuivre.  Cependant  I'experience  m'a  bientot 
appris  que ,  pour  arriver  a  une  decomposition  complete,  il  faut  con- 
tinuer  I'ebullition  avec  I'acide  sulfurique  +  I'oxyde  de  cuivre  assez 
longtemps  —  4,5,6  heures  —  meme  apres  que  le  liquide  sera 
devenu  clair,  pour  que  I'oxydation  subsequente  par  le  permanganate  de 
potassium  change  tout  I'azote  en  ammoniaque.  On  fait  la  distillation 
et  le  titrage  (d'acide  sulfurique  titre  normal  au  ^ji  sur  de  I'liyposulfite 
de  sodium  d'une  force  telle  que  l'^'^  est  equivalent  a  1"^^  d'azote)  tout  a 
fait  de  la  maniere  indiquee  par  Kjeldahl^). 

Experiences  modeles.  —  Pour  examiner  I'influence  d'un 
agent  sur  la  proteolyse,  il  faut  que  tous  les  autres  agents  soient  con- 
stants.    Aussi,    apres    des  experiences    d'orientation ,  ai-je   clioisi,    pour 


^)  Kjeldahl:    Ces  Comptes-rendus  II,  193  (1883). 
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mon  precede  d'experiences ,  un  type  modele  dont  j'ai  deja  parle 
en  passant,  mais  que  je  vais  maintenant  definir  en  detail.  A  un  te] 
choix,  il  importe  de  trouver  les  conditions  les  plus  favorables  a  Taction 
des  enzymes.  En  meme  temps,  il  faut  trouver  une  mesure  facile  et 
pratique  de  cette  action  et  faire  le  plus  grand  nombre  possible  d'essais 
pendant  la  periode  ou  une  quantite  variable,  par  exemple,  le  pouvoir 
fermentatif  de  I'extrait,  reste  assez  constante.  A  part  I'agent,  que  j'ai 
fait  varier  expres  ou  que  j'ai  remplace  par  un  autre  different ,  I'ex- 
perience  se  fait  de  la  maniere  suivante: 

On  emploie  des  volumes  egaux  (10^*^)  d'un  extrait  de  malt  a 
18mg__20™s  d'azote,  fraichement  prepare  de  3  parties  de  malt  vert 
ecrase   +    4  parties  d'eau,    et  d'une  solution  de  proteine  de  froment  a 

2  p.  c,  contenant  30™s  d'azote  environ,  dans  une  solution  d'acide 
lactique  a  0.4  p.  c.  On  a  ainsi,  au  melange,  une  concentration  de  la 
proteine  de  froment  a  1  p.  c.  qui  donne,  dans  les  20^*^  de  liquide, 
conjointement  avec  les  matieres  albuminoVdes  de  I'extrait  de  malt,  la 
teneur  totale  en  azote  de  50™^.  L'acidite  est  done  de  0.2  p.  c.  d'acide 
lactique,  outre  les  phosphates  acides  de  I'extrait  de  malt.  Le  liquide 
est  mis  dans  des  fioles  jaugees  de  100^^  ou  de  50'=*',  placees  dans  des 
bains-marie  (comme  bains-marie  on  s'est  servi  de  petits  brassins);  la 
temperature  est  de  47^ — 48^  si  on  precipite  par  I'acide  tannique;  elle 
est  de  50^  —  51^  si  c'est  le  chlorure  stanneux  qui  sert  de  precipitant. 
Si  on  emploie  les  deux  precipitants  la  temperature  est,  en  general, 
de  50^.     L'experience  dure  2  heures  ou,    en   plusieurs  series  d'essais, 

3  heures.  On  arrete  les  essais  en  ajoutant  les  precipitants ,  pour- 
tant  pas  avant  d'avoir  fait  refroidir  sous  la  fontaine  si  c'est  I'acide 
tannique  qui  est  le  precipitant.  On  emploie  10^^  de  solution  d'acide 
tannique  a  5  p.  c.  (+  un  peu  d'acetate  de  sodium),  ou  20^^^  de  solution 
de  chlorure  stanneux,  apres  I'addition  de  10^^  de  solution  de  chlorure 
de  calcium  a  10  p.  c.  Plus  tard,  on  ajoute  de  I'eau  distillee  jusqu'au 
trait.  On  laisse  les  fioles  jusqu'au  lendemain  ou  plus  longtemps,  puis 
on  filtre,  on  evapore,  on  decompose,  on  distille,  on  titre  de  la  maniere 
indiquee  plus  haul.  Si  le  chlorure  stanneux  sert  de  precipitant  il  faut 
boucher  les  fioles.  —  On  a  toujours,  cela  va  sans  dire,  fait  des  deter- 
minations de  controle  au  liquide  a  essayer  par  des  precipitations 
directes  avant  que  les  enzymes  aient  pu  agir,  ce  que  j'appelle  essais 
pass  if  s  par  opposition  aux  essais  actifs.  On  a  presque  toujours  fait 
des  essais  doubles  et  des  dosages  paralleles  dont  on  a  tire  les 
moyennes,  a  moins  que,  pour  des  raisons  particulieres  (des  accidents 
pendant  les  operations)  il  n'ait  fallu  en  rejeter  I'un. 

La   oil ,    dans    ses    traits   principaux ,    la   marche    des    experiences 
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difTere  de  celle  quon  vient  de  decrire,  ce  qui  usl  le  cas,  par  exemple, 
pour  les  essais  de  diffusion  ou  les  recherches  sur  des  proprietes  deter- 
minees  des  enzymes,  on  donnera,  plus  loin,  tous  les  details  n^cessaires. 

III. 

Lois  generates  de  la  proteolyse. 

M'etant  convaincu,  par  nombre  d'experiences  d'orientation,  qu'un 
extrait  aqueux  de  malt  vert  a  des  proprietes  proteolytiques  et  qu'il  est 
a  meme  de  transformer  des  matieres  proteiques  etrangeres,  dans 
I'espece  la  proteine  de  froment  deja  nommee  qui_,  dans  des  conditions 
convenables,  se  soustrait,  en  tout  ou  en  partie,  a  la  precipitation  par 
certaines  substances  au  bout  d'un  certain  temps  d'action  des  enzymes, 
j'ai  passe  a  I'examen  de  I'influence  qu'exercent,  sur  cette  transforma- 
tion, des  variations  apportees  aux  conditions  des  experiences.  Pour 
obtenir  des  resultats  comparables,  il  fallait  operer  de  maniere  a  ne 
faire  varier,  autant  que  possible,  dans  la  meme  suite  d'experiences  que 
le  seul  facteur  dont  on  va  mesurer  Tinfluence. 

Les  facteurs  qui  ont  ete  examines  ainsi  sont  partie  ceux  qui, 
comme  la  temperature,  la  quantite  d'enzyme,  la  duree  de  I'experience, 
etc.,  modifient  generalement  Taction  des  enzymes,  partie  ceux  dont  on 
ignore  d'avance  s'ils  ont  de  I'influence,  dans  un  sens  ou  dans  un  autre, 
comme  les  matieres  etrangeres  du  milieu.  Les  resultats  sont  exprimes 
quantitativement  par  des  chiffres  indiquant  la  quantite  d'azote  qui, 
pendant  les  experiences,  s'est  soustraite  a  la  precipitation  par  les  precipi- 
tants  employes,  et,  oii  il  y  a  moyen,  encore  graphiquement  par  des 
courbes  en  prenant  pour  abscisses  le  facteur  variant,  pour  ordonnees 
I'azote  dedouble,  indique  en  milligrammes. 

Je  me  suis  toujours  servi  d'extraits  de  malt  prepares  de  la  meme 
maniere  et  d'une  albumine  toujours  la  meme  dans  une  solution  et  a 
une  concentration  toujours  les  memes  (v.  p.  164).  Par  consequent, 
les  lois  trouvees  pour  la  marche  de  la  proteolyse  dans  des  conditions 
varices,  ne  peuvent  etre  declarees  valables  que  pour  cet  extrait-la  de 
malt,  et  pour  cette  albumine-la.  Aussi  ne  vais-je  pas  plus  loin  dans 
mes  affirmations,  en  admettant  qu'un  proc^de  d'experience  different 
donnerait  des  resultats  diff6rents.  Gependant,  je  suis  d'avis  qu'il  y  a 
une  certaine  vraisemblance  que^  pour  Tessentiel,  la  proteolyse  se 
conforme  aux  lois  trouvees  aussi  en  se  trouvant  sous  des  conditions 
differentes,  si  elle  se  passe  hors  de  la  cellule  vivante.  Je  pense  aussi 
que  ces  lois  donneront  des  indications  ou  des  renseignements  qui 
feront  mieux  comprendre  ce  qui  se  passe  a  I'interieur  de  la  cellule, 
oia  la  proteolyse  *  est  r^glee  par  le  concours  complique  de  tant  d'autres 

12 


166 

fonctions  vitales  qu'il  sera  extremement  difficile  ou,  pour  mieux  dire, 
impossible  de  retracer,  sch6matiquement,  sa  dependance  d'lm  seul  agent 
exterieur. 

Ge  n'est  que  peu  a  peu  que  j'ai  vu  clairement  combien  est  compli- 
quee  la  transformation  de  la  proteine  de  froment  trait^e  ici.  En  effet, 
ce  n'est  qu'au  fur  et  a  mesure  que  mon  travail  s'avanqait  et  surtout 
lorsque  j'ai  mis  la  derniere  main  a  I'ensemble  de  mes  materiaux  que 
j'en  ai  eu  la  reconnaissance  nette.  Gomme  cette  transformation  n'est 
accompagnee  d'aucun  degagement  de  gaz,  ni  de  la  production  de  corps 
insolubles  ou  odorants,  elle  n'est  pas  directement  perceptible  a  nos 
sens,  differente  ainsi  d'autres  fermentations,  produites  par  des  bacteries 
et  des  levures  (putrefaction,  fermentation  alcoolique).  Neanmoins,  elle 
ne  le  cede  a  ces  fermentations  ni  en  intensite  ni  en  dedoublement 
profond  de  molecules  compliquees,  I'albumine  se  dedoublant  tres  vite, 
presque  totalement,  en  albumoses  (et  en  peptones),  puis  se  decomposant 
ulterieurement  pour  former  des  composes  cristallins  non  prot^iques, 
descendant  meme,    en  partie,    a  la   molecule  d'ammoniaque  minerale^). 

II  resulte  encore  de  mes  essais  que  les  differentes  phases  de  ce 
dedoublement  ne  sont  pas  toutes  egalement  influees  d'agents  ext6rieurs, 
mais  qu'en  partie  chacune  d'elles  suit  ses  lois.  J'ai  reussi,  a  ce  que 
je  crois,  a  distinguer  assez  rigoureusement  deux,  au  moins,  de  ces 
phases:  celle  qui  se  decouvre  a  la  precipitation  par  le  chlorure  stan- 
neux,  et  celle  qui  se  decouvre  a  la  precipitation  par  le  tannin.  J'ai 
reussi  aussi,  ou  a  peu  pres,  a  les  produire  independamment  I'une  de 
I'autre.  Je  pense  done  avoir  demontre  ainsi,  et  par  d'autres  indices, 
I'existence  de  deux  enzymes,  au  moins,  comme  causes  de  la  proteolyse 
en  question. 

Ge  point  de  vue  m'ayant  guide  dans  la  representation  suivante 
des  resultats  particuliers ,  j'anticipe  ici  sur  ce  qui  en  ressortira,  faisant 
ces  observations  partie  pour  orienter  le  lecteur,  partie  pour  expliquer 
les  expressions  et  les  termes  dont,  pour  etre  bref,  je  me  suis  servi, 
avant  de  les  avoir  fondes  sur  des  raisons. 

11   existe    done,    a  mon  avis,    dans   I'orge  en  germination  et  dans 


*)  Gomme  11  n'y  a  plus  moyen  de  maintenir  de  distinction  rationnelle  entre 
les  fermentations  qui  ne  paraissent  resulter  que  de  Taction  directe  de 
microbes  sur  les  matieres  fermentescibles  et  celles  qui  s'effectuent  en 
dehors  de  la  cellule  vivante  au  moyen  d'enzymes,  on  a  le  meme  droit 
d'appeler  fermentation  cette  proteolyse  qu'on  a  d'indiquer  ainsi  le  de- 
doublement en  alcool  et  en  acide  carbonique  de  la  molecule  du  sucre 
au  moyen  de  levures  ou  de  zymase.  II  se  pent  bien  que  toutes  les  fer- 
mentations soient  des  effets  d'enzymes  qui  ne  sont  pas  necessairement 
dus  a  des  microbes.  Voir  aussi  Jobs.  Schmidt  et  Fr.  Weis:  „Die 
Bakterien",  Jena,  Fischer  (1902,  p.  218— 221). 
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I'extrait  qu'on  en  fait,  deux  enzymes.  A  celle  des  deux  qui  effectue 
les  premieres  phases  de  la  prot6olyse  (le  d^doublement  en  albumoses 
et  en  peptones),  j'applique  le  vieux  terme  de  peptase,  a  Tautre,  qui 
continue  le  dedoublement  au-dela  des  peptones,  celui  de  tryptase, 
d'apres  la  ressemblance  que  portent  ces  enzymes  aux  enzymes  animales 
correspondantes :  la  pepsine  et  la  trypsine^).  Dans  le  meme  sens  je 
parlerai  de  la  phase  ou  de  Taction  pepsique  et  de  la  phase  ou  de 
Taction  trypsique,  coincidant  avec  les  nombres  et  les  courbes  trouves  par 
les  precipitations  par  le  chlorure  stanneux  et  par  le  tannin  respectivement. 

1.   Dependance  de  la  temperature. 

Parmi  les  traits  caracteristiques  des  actions  chimiques  des  enzymes, 
comparees  a  d'autres  actions  chimiques  semblables  telles  que  Thydro- 
lyse  des  hydrates  de  carbone  sous  Taction  d'acides  etendus,  il  faut 
nommer  leur  dependance  de  la  temperature.  Gertaines  enzymes  pro- 
duisent  la  meme  hydrolyse  d'un  certain  corps  que  les  acides,  mais 
tandis  que  Taction  de  ceux-ci  est  d'autant  plus  energique  que  la  tem- 
perature est  plus  elevee,  Taction  des  enzymes  s'arrete  completement  a 
un  maximum  de  temperature,  situe,  en  general,  au  voisinage  de  70^, 
et  jamais  beaucoup  au-dela,  etant  le  plus  energique  a  une  temperature 
plus  basse,  I'optimum,  situee,  le  plus  sou  vent,  entre  40^  et  60^. 
Et  si  on  a,  une  fois,  chauffe  une  enzyme  en  solution  au  maximum,  il 
est  impossible,  en  baissant  la  temperature,  de  lui  rendre  son  activite; 
elle  est  detruite  ou  ^morte"  une  fois  pour  toutes.  II  y  aussi  une  tem- 
perature minima,  situee,  en  general,  a  quelques  degr6s  au-dessus  de 
z6ro  et  au-dessous  de  laquelle  Tenzyme  reste  inerte;  mais,  en  ce  cas, 
elle  n'est  pas  detruite,  quand  meme  on  la  soumet  a  la  congelation 
a  des  temperatures  tres  basses:  elle  reste  inerte  seulement  jusqu'a  ce 
qu'on  la  rechauffe  au-dela  du  minimum.  Ainsi  Taction  diastasique,  ou 
le  pouvoir  fermentatif,  va  en  croissant  —  lentement  —  avec  la  tempe- 
rature du  minimum  a  Toptimum,  et  de  la  —  assez  brusquement  —  en 


^)  Du  reste,  je  suis  d'avis  qu'il  faudrait  appliquer  les  teriiies  de  peptase 
et  de  tryptase  comme  noms  communs  a  toutes  les  enzymes  proteo- 
lytiques  de  nature  pepsique  et  de  nature  trypsique,  tout  en  retenant  les 
noms  de  pepsine  et  de  trypsine  comme  specifiques  aux  enzymes 
animales.  suivant  Tusage  generalement  adopte.  —  Dans  Taperqu  des 
fermentations  que  j'ai  donne  dans  Touvrage  de  Schmidt  et  Weis: 
„Die  Bakterien",  Jena,  1902,  p.  231—32,  je  me  suis  servi  du  terme  de 
peptase,  mais  pas  encore  de  celui  de  tryptase.  La  raison  en  est 
qu'en  vue  de  la  confusion  generale  de  la  nomenclature  de  Tenzymo- 
logie,  je  n'ai  pas  voulu  y  introduire  des  termes  nouveaux  dans  un  livre 
elant  plutot  un  cours  el6mentaire. 
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d6croissant  jusqu'au  maximum.  L'action  des  acides,  au  contraire,  va 
en  croissant  assez  proportionnellement  a  la  temperature  jusqu'au  point 
d'ebullition  de  la  solution.  On  pourra  done  conclure  de  Taspect  de 
la  courbe  de  la  temperature  si  on  a  affaire  a  une  action  d'enzymes 
(fermentation)  ou  a  une  action  chimique,  produite  par  d'autres  moyens^). 

Les  actions  diastasiques  propres  s'accordent,  dans  un  grand  nombre 
de  phenomenes,  avec  les  fonctions  des  cellules  qui  suivent  toujours 
des  courbes  semblables.  Gomme  les  enzymes  proviennent  toujours 
de  cellules  vivantes,  paraissant  jouer  un  role  exlremement  important 
pour  les  rapports  entre  celles-ci  et  le  monde  exterieur,  cet  accord 
n'a  rien  de  surprenant.  Remarquons  seulement  que  les  points  cardi- 
naux  des  courbes  de  temperature  se  deplacent  quand  I'enzyme  est  isolee 
de  la  cellule.  En  tout  cas,  le  point  du  maximum  et  le  point  de  I'op- 
timum  se  trouveront  alors,  en  general,  plus  haut,  parce  que,  le  plus 
souvent,  deja  a  des  temperatures  voisines  de  50^  la  cellule  meurt, 
amenant  la  destruction  de  ses  enzymes.  L'explication  en  est  peut-etre 
qu'a  rinterieur  de  la  cellule  il  y  a  des  temperatures  plus  elevees  que 
nous  ne  supposons  generalement ,  ou  bien  que  I'energie  necessaire  se 
produit  sous  d'autres  formes  que  celle  de  la  chaleur.  Sans  approfondir 
cette  question,  je  ferai  observer  que  I'optimum  de  cette  proteolyse  se 
trouve  a  une  temperature  (environ  50^)  qui  ferait  mourir  la  plantule 
de  I'orge  en  germination,  et  qu'on  ne  saurait  directement  appliquer  les 
resultats  acquis  ici  au  travail  qui  se  fait  a  I'interieur  des  cellules  des- 
quelles  sont  produites  les  enzymes. 

Neanmoins,  il  est  de  la  plus  grande  importance  de  connaitre  avecj 
exactitude   I'influence    de   la   temperature   sur   les   differentes  phases  de 
la  proteolyse,  partie  pour  pouvoir  caracteriser  les  enzymes  qui  en  sont] 
la  cause,    partie    parce  qu'en  examinant  I'influence  des  autres  facteurs, 
il  est  important  de  connaitre  la  temperature  a  laquelle  on  pent  s'attendrel 
aux  effets  les  plus  grands,    vu   qu'il   est  toujours  preferable  d'operer  aj 
la  temperature  optima.    Aussi  la  determination  des  courbes  de  tempera- 
ture etait-elle  parmi  les  premiers  problemes  que  j'ai  essaye  de  resoudre] 
au  moyen   de    la   precipitation    par    le    tannin    d'abord,    puis    apres,    au 


^)  Les  actions  catalytiques  des  metaux  colloidaux  (nSolen")  examinees  par 
Bredig-,  Miiller  von  Berneck,  Ikeda,  Reinders,  et  d'autres, 
sernblent,  en  plusieurs  cas,  se  rapprocher  des  enzymes  (par  Taction] 
d'alcalis,  de  poisons,  etc.)  ce  qui,  a  mon  avis,  n'autorise  nullement  a] 
faire  des  identifications  entre  les  deux.  EUes  different  des  actiona 
diastasiques  pai  Tinfluence  qu'exerce  sur  elles  la  temperature.  V.  Georgi 
Bredig:  Anorganische  Fermente,  p.  65,  Leipzig  190L  C.  Ernst: 
Katalyse  des  Knallgases  durch  colloidales  Platin,  Zeitschr.  f.  physikal. 
Chemie  XXXVII,  477  (1901). 
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inoyen  de  la  precipitation  par  le  chlorure  stanneux,  aussitot  que  j'avais 
reconnu  Timportance  de  ce  precipitant  pour  mes  recherches. 

Par  les  essais  d^crits  plus  haul  (p.  138 — 39),  Kjeldahl  avait 
trouve  que  roptimum  pour  Taction  proteolytique  qui  se  decouvre  par 
le  sulfate  de  cuivre,  se  trouve  entre  50^.5  et  55^;  mais  a  mes  pre- 
miers essais  d'orientation  avec  la  precipitation  par  I'acide  tannique,  il 
paraissait  etre  situe  entre  45^  et  50^,  Gomme  plus  tard,  en  precipi- 
tant par  le  chlorure  stanneux,  j'ai  eu  les  plus  grands  effets  plus  pres 
des  points  indiques  par  Kjeldahl,  il  devenait  necessaire,  vu  la  pos- 
sibilite  de  I'influence  du  precipitant  employe  sur  les  resultats  obtenus, 
d'examiner,  par  des  essais  particuliers,  Paction  a  tous  les  degr6s  de 
temperature  entiers  entre  45^  et  50^  pour  les  deux  precipitants. 

On  a  fait  les  essais  du  groupe  auquel  I'acide  tannique  etait  le 
precipitant  au  mois  de  Janvier  1899.  On  employait  un  extrait  de 
malt  fait  d'une  partie  de  malt  vert  ecrase  sur  deux  parties  d'eau  dis- 
tillee,  mais  dont  on  n'a  pas  dose  directement  I'azote  total.  D'apres  le 
tableau  dresse  a  la  page  159  —  60,  on  pent  I'evaluer,  en  toute  surete, 
a  environ  13^^  d 'azote  par  10^^,  parce  qu'on  y  trouvait  6^^.66  que 
Tacide  tannique  ne  precipitait  pas.  On  a  fait  agir  lO'^^  de  cet  extrait 
sur  10^*^  d'une  solution  de  proteine  de  froment  a  2  p.  c.  dans  de  I'acide 
lactique  a  0.4  p.  c,  pendant  deux  heures.  Gomme  il  etait  d'impor- 
tance  d'employer  le  meme  extrait  a  tous  les  essais  et  que  je  ne  dis- 
posals pas  d'un  nombre  d'etuves  a  temperature  constante  suffisant  pour 
faire  tous  les  essais  a  la  fois,  j'ai  du  les  diviser  en  quatre  series,  qui  ont 
et6  faites,  les  deux  premieres,  le  meme  jour  a  une  heure  d'intervalle, 
la  troisieme  le  lendemain,  la  quatrieme  le  troisieme  jour.  En  attendant, 
I'extrait  de  malt,  emballe  dans  de  la  glace,  etait  place  dans  une 
armoire  glaciere,  a  0^.  Pour  mieux  le  conserver ,  j'ai  ajoute  du 
thymol,  dont  je  ne  connaissais  pas  encore  I'influence  affaiblissante  sur 
le  pouvoir  fermentatif.  Aussi  les  chififres  des  deux  dernieres  series 
sont-ils  relativement  plus  has  que  ceux  des  deux  premieres,  mais  toutes 
les  courbes  vont  essentiellement  dans  le  meme  sens.  —  Le  liquide  a 
essayer  etait  renferme  dans  des  fioles  jaugees  de  200^*=,  placees,  pen- 
dant deux  heures,  a  des  endroits  differents: 

A  la  temperature  de    0^  dans  de  I'eau  glacee. 

—  —  -     5^  dans  I'armoire  glaciere. 

—  —  -   10^  dans  un  rafraichissoir  au  sous-sol. 

—  —  -   15^  au  laboratoire. 

—  —  -  25^  a  I'^tuve. 

—  —  -30^  —  70^   dans   des   bains-marie   pourvus   de 

thermo-regulateurs. 
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Pour  arreter  les  experiences,  on  ajoutait  10^*^  d'une  solution  d'acide 
tannique  a  5  p.  c,  apres  avoir  refroidi,  sous  la  fontaine,  les  fioles  des 
temperatures  elevees. 

Pour  I'appreciation  de  I'exactitude  de  mes  chiffres,  je  communique, 
dans  les  tableaux  ci-dessous  de  mes  resultats  par  rapport  a  I'influence 
de  la  temperature,  tous  les  chiffres  de  mes  journaux,  c'est  a  dire, 
outre  les  quantites  d'azote  trouvees,  les  donnees  des  titrages  desquelles 
sont  calculees  les  quantites  d'azote^).  Gomme,  pour  les  determina- 
tions, on  a  toujours  employe  la  moitie  du  filtrat  des  precipites  du  tannin 
et  du  chlorure  stanneux,  on  a  multiplie  par  2  le  chiffre  trouv§  de  la 
quantite  d'azote,  ce  qui  double  les  erreurs  du  titrage. 

En  rapprochant  ces  chiffres  et,  surtout,  en  les  exprimant  gra- 
phiquement  par  un  systeme  de  courbes   (v.  PI.  I,    courbes   inferieures). 


P*-^  Serie,  le  27  Janvier   1899,  de   11  h.  30  a  1  h.  30. 


Expe- 
riences 

Temperature 

litre 

Moyenne 

Az  du  filtrat 

Az 

dedouble 

nos. 

centimetres 
cubes 

centimetres 
cubes 

centimetres 
cubes 

milligrammes 

milligrammes 

Gontrole 

131 
132 

(lOccdeH^SO* 

concentre) 

(passif) 

19.54  \ 
19.54  / 

16.18  \ 
16.25  i 

19.54  ^ 

3.33 
16.21  J 

6.66 

11 

133 
134 

5« 

16.25  \ 
16.18/ 

16.21 

6.66 

0.00 

135 
136 

15" 

16.00) 
-    / 

16.00 

7.08 

0.42 

137 

138 

25  « 

15.50  \ 
15.50  / 

15.50 

8.08 

1.42 

139 
140 

35«— 37« 

14.12  \ 
14.50  / 

14.31 

10.46 

3.80 

141 
142 

45 » 

13.55  \ 
13.51  / 

13.54 

12.00 

5.34 

143 
144 

50  « 

13.52  \ 
13.52  / 

13.52 

12.04 

5.38 

145 
146 

55" 

14.46  \ 
14.42  / 

14.44 

10.20 

3.54 

147 
148 

60  » 

15.20  \ 
15.18/ 

15.19 

8.70 

2.04 

^)  Plus   loin  je   ne  citerai   que  les  chiffres  de  la  quantite  d'azote  trouves 
ainsi. 
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11^  Serie,  le  27  Janvier  1899,  de  2  h.  40  a  4  h.  40. 


Expe- 
riences 

Temperature 

Titre 

Moyenne 

Az  du  filtrat 

Az 
dedouble 

nos. 

149 
150 

(passif) 

centimetres 
cubes 

16.25  \ 
16.23/ 

centimetres 
cubes 

16.24 

milligrammes 
6.60 

milligrammes 
1) 

151 
152 

470 

13.48  \ 
13.58  j 

13.53 

12.02 

5.42 

153 
154 

49  » 

13.71  \ 
13.63  / 

13.67 

11.74 

5.14 

155 
156 

51» 

13.77  \ 
13.82  / 

13.80 

11.48 

4.88 

157 

158 

530 

13.85  \ 
13.88  / 

13.87 

11.34 

4.74 

IIF  Serie,  le  28  Janvier   1899,  de  2  h.  a  4  h. 


Expe- 
riences 

Temperature 

Titre 

Moyenne 

Az  du  filtrat 

Az 
dedouble 

nos. 

centimetres 
cubes 

centimetres 
cubes 

milligrammes 

milligrammes 

159 
160 

(passif) 

16.19  \ 
16.22  ] 

16.21 

6.66 

T 

161 
162 

460 

14.02  ) 
13.92  ] 

13.96 

11.16 

4.50 

163 
164 

48  « 

13.92  \ 
13.92  ] 

13.92 

11.24 

4.58 

165 
166 

52° 

14.15  \ 
14.13/ 

14.14 

10.80 

4.14 

167 

168 

540 

14.46  ) 
14.70  / 

14.58 

9.92 

3.26 

IV'  Serie,  le  30  Janvier   1899,  de   11  h.  30  a  1  h.  30. 


Expe- 
riences 

Temperature 

Titre 

Moyenne 

Az  du  filtrat 

Az 

dedouble 

nos. 

centimetres 
cubes 

centimetres 
cubes 

milligrammes 

milligrammes 

169 
170 

(passif) 

16.13^ 
16.15/ 

16.14 

6.80 

n 

171 
172 

50° 

14.25  \ 
14.10/ 

1418 

10.72 

3.92 

173 
174 

65  « 

15.63  \ 
15.25  / 

15.44 

8.20 

1.4<) 

175 

176 

70° 

16.01  \ 
16.18/ 

16.10 

6.88 

0.08 
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on  trouve  que  I'optimum  est  situe  a  47^—48^,  le  minimum  au-dessus 
de  5^,  le  maximum  a  quejque   70^. 

Les  experiences  du  second  groupe,  auquel  c'est  le  chlorure 
stanneux  qui  sert  de  precipitant,  ont  ete  faites  a  la  fin  d'Avril  1901. 
L'extrait  employe  etait  d'abord  prepare  de  lOOOS"^  de  malt  vert  ecrase 
et  de  1333g'"  d'eau  (3  :  4),  donnant  810<^c  de  liquide  filtre.  Mais  pour 
pouvoir  comparer  ces  experiences  aux  precedentes,  on  a  dilue  l'extrait, 
de  maniere  a  avoir  1  partie  de  malt  pour  2  parties  d'eau.  Ainsi  en  10*^^, 
l'extrait  renferme  12"^g.52  d'azote  total,  dont  6™g.20  se  sont  soustraits 
a  la  precipitation  par  I'acide  tannique  (Gomp.  p.  169).  Du  reste,  la 
marche  des  essais  etait  la  meme  que  celle  suivie  au  premier  groupe, 
si  ce  n'est  que  les  experiences  ne  duraient  qu'une  heure.  Des  ex- 
periences anterieures  m'ont  appris  qu'au  bout  de  deux  heures  tout 
I'azote,  ou  a  peu  pres,  d'une  solution  de  proteine  a  1  p.  c. ,  peut 
etre  dedouble  de  sorte  qu'il  se  soustrait  a  la  precipitation  par  le 
chlorure  stanneux.  Or,  comme  il  n'y  a  pas  moyen  d'obtenir  des 
resultats  utiles  si  la  reaction  s'acheve  completement,  ou  presque  com- 
pletement,  avant  I'expiration  de  la  duree  de  I'experience,  j'ai  prefere 
de  fixer  a  1  heure  cette  duree,  d'autant  plus  que  I'entassement  des 
produits  de  la  fermentation  pourrait  troubler  I'experience.  Si  alors  la 
relation  entre  la  courbe  construite  des  chiffres  trouves  et  la  courbe 
de  la  precipitation  par  le  tannin  se  deplace  un  peu  dans  le  sens 
vertical  on  a,  par  compensation,  I'avantage  de  ne  pas  employer  du 
thymol,  mais  un  extrait  de  malt  tout  frais  au  pouvoir  fermentatif  non 
affaibli.  Le  peu  de  duree  de  I'experience  presente  I'avantage  de  vous  per- 
mettre  de  terminer  tous  les  essais  le  jour  meme.  Geux-ci  ont  ete  divises 
en  trois  series  avec  une  demi-heure,  ou  une  heure,  d'intervalle.  Ainsi  ils 
ont  ete  termines  tous  au  courant  de  4  heures  et  demie ,  periode  pen- 
dant laquelle  le  pouvoir  fermentatif  ne  peut  guere  s'etre  change.  On 
chauffa  d'avance,  dans  la  fiole,  la  solution  de  proteine,  la  mettant  dans 
un  bain-marie  pendant  quelque  temps,  avant  d'y  ajouter  l'extrait  de  malt. 
Gelui-ci,  au  contraire,  etait,  au  commencement  de  I'experience,  a  la 
temperature  ambiante.  II  y  a  la  une  source  d'erreur  peu  impor- 
tante  mais  qui  pourra  se  faire  sentir,  peut-etre,  aux  temperatures 
elevees  en  diminuant  Taction  au-dessous  de  I'optimum  et  autour  de 
lui',  en  augmentant  faction  au-dessus  de  I'optimum  (ce  qui  explique  le 
petit  trait  positif  a  70^).  —  On  a  arrets  les  essais  en  ajoutanl,  sans 
refroidissement  pr^alable,  au  liquide  5^^  de  solution  de  chlorure  de 
calcium  a  10  p.  c.  et  20^^  de  solution  de  chlorure  stanneux  nou- 
vellement  preparee.  Gomme  on  se  servait  de  fioles  jaugees  de  50*^^  il 
n'a  fallu  ajouter  que  tres  peu  d'eau  pour  remplir  jusqu'au  trait. 

Le  tableau  ci-contre  montrera  les  resultats  des  experiences.    Gomme 
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l^re  Serie 


11^  i  Ex- 
a- 1  peri- 
•e  lences 


Titre 


Az 

du 

fill  rail 


11^  Serie 


Ex- 
peri- 
ences 


Titre 


Az 

du 

flltrat 


Ex- 
peri- 
ences 


III®  Serie 


Titre 


Az 

j   du 
filtrat 


nos. 

:c 

CoD- 

0* 

trdie 

if) 

1821 

1822 

01) 

1825 

1826 

>i) 

1827 

1828 

) 

1829 

centimetres 
cubes 


1830  9 


1831 
1832 


1833 
1834 


.32) 
,00/ 


6.16 


1835 
1836 


1837 
1838 


1839 
1840 
1841 

1842 


4.60 


60 


26.88 


1843 


30.00 


g}5.64 


.69 


.70\, 
.68/ 


27.92 


21.82 
16.52 


1845 
1846 


1847 
1848 


1849 
1850 


1851 
1852 


1853 
1854 


1855 
1856 


centimetres 
cubes 


mg 


6.86\ 

6.94/ 


5.921 
6.00/ 


6.90 


5.96 


4.96/^-^^ 


25.40 


27.28 


29.12 


4-84\.  r.. 

458r'^ 


5-3^ If;  97 
5  22/^-"^' 


7.80\ 

7.72/ 


13.44) 
13.12/ 


776 


29.78 


28.6*6 


23.68 


13.28 


12.64 


1857 

1858 


1859 
1860 


1861 
1862 


1863 

1864 


1865 
1866 


centimetres 
cubes 


mg 


K^^* 


4.70/*-^^^ 


til}*-^3 


5.02U^ 
4.98/^'^ 


28.12 


29.80 


30.14 


29.20 


l^re    ^  l[e  _^  uje 

Series 

i         I 
Tem-]    Az     Azde- 
pera-|   du    j  dou- 
ture  Ifiltrat    bl6 


(passif) 
40 


mg 

T 

11.92 

14.281 


20°     14  82 

350  120.90 

I  400  I  23.90 

i 

:  42  0.5  25.40 


450 


26.88 


460    27.28 


13.30/ 


13.30 


12.60 


470 

28.12 

480 

29.12 

490 

29.80 

500 

30.00 

510 

30.14 

520 

29.78 

530 

29.20 

540 

28.66 

550 

27.92 

570.5 

23.68 

600 

2182 

650 

16.52 

700  j 

12.64 

750  1 

12.60 

mg 

0.00 

2.36 

2.90 

8.98 

11.98 

13.48 

14.96 

15.36 

16.20 

17.20 

17.88 

18.08 

18.22 

1786 

17.28 

16.74 

16.00 

11.76 

9.90 

4.60 

0.72 

0.68 


Az  total  de   10<=<^  d'extrait  de  malt 12^^.52 

—  —       de  solution  de  proteine 30"^°.60 

Az  total  de  20^^ 43'^-.12 


jf  Ce  jour-li  la  temperature  de  Tarmoire  glaciere  6tait  de  4^,  celle  du  laboratoire  de  20^. 
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le  tableau  precedent,  il  donne  tous  les  chiffres  de  mon  journal.  Si  on 
relie  les  chiffres  trouves  dans  une  courbe  qu'on  inscrit  sur  la  planche  de 
la  courbe  etablie  pour  la  precipitation  par  I'acide  tannique,  quoique  les 
deux  ne  soient  pas  commensurables  sur  tous  les  points,  plusieurs  faits 
sauteront  aux  yeux. 

D'abord,  Taction  que  constate  la  precipitation  par  le  tannin 
est,  quantitativement,  beaucoup  moins  etendue  que  celle  sur  laquelle 
nous  eclaircit  la  precipitation  par  le  chlorure  stanneux.  Puis,  la  courbe 
de  I'acide  tannique  n'a  pas  d'optimum  bien  defini.  L'accroissement  de 
35^  a  47^  —  48^  n'est  pas  tres  fort;  il  y  a  plutot,  a  ce  qu'il  parait, 
une  zone  optima  entre  45^  et  50^.  De  la  le  d^croissement  vers  70^, 
le  maximum,  est  aussi  tres  uniforme,  mais  a  cette  temperature  I'activite 
s'arrete  complelement.  Remarquons,  pourtant,  que  Taction  a  60^  est 
bien  plus  basse  qu'a  35^,  tandis  qu'a  la  precipitation  par  le  chlorure 
stanneux  la  tendance  est  dans  le  sens  inverse,  Taction  etant  un  peu 
plus  intense  a  60^  qu'a  35^.  Ge  n'est  qu'au-dela  de  5^  que  Taction  est 
perceptible,  mais  elle  est  tres  faible  encore  a  15^,  a  peine  0"^^. 5  d'azote 
d6double. 

La  courbe  du  chlorure  stanneux,  au  contraire,  a  un  point 
optimum  a  51^,  avec  accroissement  rapide  avant  ce  point  et  avec 
decroissement  plus  rapide  encore  apres  lui.  A  35^  et  a  60^  Taction 
est,  a  peu  pres,  la  meme ,  mais  la  moitie  seulement  de  ce  qu'elle 
est  a  51^.  Rien  ne  se  passe  a  70^  et  75^:  Tenzyme  est  detruite. 
Les  petits  traits  positifs  de  0"^s.72  et  O'^s.GS  respectivement  d'azote 
dedouble  peuvent,  nous  Tavons  dit,  s'expliquer  par  la  temperature  de 
Textrait  de  malt  au  moment  ou,  au  commencement  de  Texperience, 
on  Ta  ajoute  a  la  solution  de  proteine  chaude:  c'etait  a  la  tempera- 
ture ambiante  que  le  melange  a  eu  lieu,  et  il  a  fallu  quelques  minutes 
pour  qu'elle  s'eleve  a  70^  et  a  75^.  II  faut  done  supposer  que  le 
melange  a  ete,  pendant  un  moment,  a  la  temperature  optima,  ce 
qui  a  donne  a  Tenzyme  Toccasion  d'agir.  Ge  qui  se  passe  aux  tem- 
peratures basses  est  particulierement  digne  d'attention;  avant  tout,  la 
force  de  Taction  a  4^.  J'aurais  cru  a  une  erreur  grave  si  plusieurs 
autres  series  d'experiences  n'avaient  donne  des  resultats  identiques^). 
Gependant,  le  peu  de  difference  entre  les  actions  a  4^  et  a  20^  s'ex- 
plique,  pour  ce  groupe  d'essais,  en  partie,  par  une  erreur  experimental, 
et  le  chiffre  de  4^  est  un   peu   trop   eleve.     En   effet,   je   n'avais   pas, 


^)  Ainsi  dans  deux  series  d'experiences  le  dedoublement  de  Tazote  etait 
dans  Tune  a  4» :  b'^^M,  a  20°  :  13°^S.06 ;  dans  Tautre  a  4«  :  G'^s.lS,  a  20": 
13"^^.52.  Les  essais  duraient  3  heures.  A  cette  duree  assez  longue  les 
effets  sont  si  grands  et  s'accordent  si  bien  entre  eux  qu'il  n'y  a  pas 
moyen  de  s'y  tromper. 
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avant  d'operer  le  melange  de  I'extrait  de  malt  et  de  la  solution  de 
prot^ine,  pris  soin  de  les  refroidir  s6parement.  Les  melangeant  a 
la  temperature  ambiante,  je  les  ai  mis  dans  I'armoire  glaciere.  La 
plus  grande  partie  de  la  surface  de  la  fiole  n'y  6tant  en  contact 
qu'avec  I'air,  sans  etre  plongee  dans  un  liquide  froid,  le  refroidisse- 
ment  s'est  fait  moins  vite,  et  ce  n'est  peut-etre  que  vers  la  fin  de  la 
duree  breve  de  I'experience  qu'il  a  atteint  4^^). 

Plus  tard,  en  parlant  des  resultats  obtenus  au  moyen  d'un  certain 
nombre  d'autres  precipitants :  chlorure  mercurique,  sulphate  de  zinc, 
acetate   uranique,    acide   phosphotungstique ,    et   au   moyen   de   dosages 


^)  Les  effets  plus  grands  de  la  duree  plus  longue  (3  heures),  compares  a 
ceux  de  la  duree  plus  breve,  prouvent  que  raction  continue  apres  le 
refroidissement.  —  11  faut,  cependant,  ne  pas  oublier  un  fait  sur  lequel 
j'ai  deja  attire  Tatteation  p.  162:  si  on  precipite  separement,  par  du 
chlorure  stanneux,  un  extrait  de  malt  et  une  solution  de  proteine  la 
quantite  totale  precipitee  est  plus  grande  que  celle  d'un  melange  des 
deuXy  quand  m^me  la  precipitation  se  fait  immediatement  apres  le  me- 
lange. Ceci  indique  peut-etre  que  Taction  de  la  peptase  est  tres  rapide 
donnant,  pour  ainsi  dire,  des  effets  notables  instantanement ,  et  il 
s'ensuit  des  essais  cites  qu'elle  est  assez  energique  a  des  temperatures 
relativement  basses.  Des  series  d'experiences  posterieures  viennent 
confirmer  ces  conclusions.  Je  citerai  des  chiffres:  dans  des  essais  faits 
a  la  temperature  optima  de  51°,  il  y  avait: 

au  bout  de  15  minutes  12.86  miUigrammes  d'Az  dedouble 

.  __  .  30      —  18.22  —  -  — 

.  _  .  45      _  22.98  —  _  _ 

-  —  -  1  heure  25.10  —  —  — 

-  -  -  2  heures  28.34  —  —  — 
.  _  .  3  _  28.74  —  _  — 
.  _  .  4      _  28.70  -  —  — 

Dans  d'autres  essais,  faits  a  20°,  il  y  avait: 

au  bout  de   Vs  heure  2.08  milligrammes  d'Az  dedouble 

-  —     -       1      —      5.44  —  —         — 

-  —     -      2  heures  8.32  —  —         — 

-  _     .      4      _     15.88  —  —         — 

Dans  cette  derni^re  serie,  le  chiffre  d'une  demi-heure  est  peut-etre  un 
peu  trop  has  par  suite  d'une  erreur  experimental.  Mais  comme  ces 
chiffres  ont  ete  obtenus  en  multipliant  par  4,  parce  que,  par  exception, 
on  n'y  employait  que  5^^  d'extrait  de  malt  -|-  5^*^  de  solution  de  proteine, 
I'erreur  a  ete  quadruplee.  Cependant,  tout  compte,  on  voit  qu'aux  tem- 
peratures plus  elevees  il  faut  compter  avec  une  action  presque  instan- 
tanee  et  que  Taction  de  la  peptase  dans  le  sens  indique  est  assez 
energique  deja  a  4°.  II  serait  interessant  d'apprendre  si  elle  existe 
aussi  a  0°  et  au-dessous;  mais  je  n'ai  pas  encore  fait  d'experiences  a 
ce  sujet. 
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d'ammoniaque  par  distillation  avec  la  magnesie,  je  vais  discuter  en 
detail  les  actions  chimiques  qui  sont  exprimees  par  les  courbes  de  la 
PI.  I.  Rappelons  ici  que  le  chlorure  stanneux  ne  precipite,  a  ce 
qu'il  faut  croire,  que  les  matieres  albuminoides  proprement  dites  et  non 
dedoublees,  tandis  que  Tacide  tannique  precipite  aussi  les  albumoses 
et  les  peptones. 

II  serait  d'un  grand  interet,  sans  doute,  de  determiner  aussi  les 
courbes  de  temperature  des  autres  precipitants  que  je  viens  de  nommer. 
G'est  aussi  ce  que  j'ai  essaye  en  faisant  des  series  d'essais  a  des  tem- 
peratures differentes:  4^  19^  31  ^  33^  47^  60^  Ges  essais, 
cependant,  on  les  a  faits  avant  de  se  douter  qu'on  avait  affaire  a  un 
dedoublement  d'une  rapidite  et  d'une  intensite  telles  que  revelaient, 
plus  tard,  les  essais  avec  le  chlorure  stanneux^),  ou  que  les  differentes 
phases  du  phenomene  avaient  des  optima  de  temperature  differents. 
Aussi,  pour  obtenir  des  traits  bien  prononces,  etendais-je  toujours  la 
duree  jusqu'a  3  heures,  et  suis-je  descendu  bien  au-dessous  du  point 
le  plus  favorable  a  une  des  fonctions^),  au  moins,  en  supposant  que 
47^  etait  I'optimum  commun.  II  est  evident  que  la  relation  des  cour- 
bes de  precipitation  a  ete  troublee,  de  sorte  qu'elles  ont  perdu  une 
grande  partie  de  leur  valeur  en  tant  que  courbes  de  temperature. 
Aussi  ces  essais  presentent-ils  un  plus  grand  interet  dans  une  autre 
connection  (v.  plus  loin,  IV,  4).  — 

Reste  a  comparer  mes  resultats  avec  ceux  de  mes  devanciers  qui 
ont  traite  la  question  de  la  temperature.  Windisch  et  Schellhorn^j 
ont  fait  des  essais  d'autodigestion.  lis  se  servent  surtout  d'extraits 
de  malt  touraille  et  clair,  fmement  moulu,  mais  aussi  de  malt  vert 
ecrase,  dont  les  plumules  sont  longues  de  ^/s  a  ^/4  de  Ja  longueur  du 
grain.  On  digere  le  malt  avec  des  quantites  d'eau  differentes  pendant 
un  temps  de  5  quarts  d'heure  a  3  heures.  Les  temperatures  des 
essais  sont:  5^—7^  11^— 15^  22^— 24^,  37^  42^  50^  52^  Dans 
la  meme  serie  d'experiences,  on  n'applique  jamais  plus  de  cinq  tem- 
peratures differentes.  Les  essais  durent  de  20  a  24  heures,  apres 
I'addition  de  chloroforme,  a  titre  d'antiseptique.    On  poursuit  la  marche 


^)  Presque  toutes  les  indications  de  la  litterature  a  ce  sujet  sont  les  resul- 
tats d'essais  prolonges,  durant  des  jours  ou  des  mois,  tant  pour  les  en- 
zymes proteolytiques  vegetales  que  pour  les  animales. 

^)  Rappelons  ici  qu'a  la  courbe  de  chlorure  stanneux  de  la  PI.  I  Teffet  est 
plus  faible  a  47°  qu'a  51°  de  2^^,  quoique,  dans  ce  cas,  I'extrait  de 
malt  fut  de  beaucoup  plus  faible  que  celui  de  ces  essais,  et  que  la  duree 
ne  fut  que  d'une  heure. 

2)  Windisch  und  Schellhorn:  Wochenschr.  f.  Brauerei  XVII,  409  ss. 
(1900). 
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de  Taction  en  determinant:  1*^  I'albumine  coagulable,  en  faisanl 
bouillir  pendant  2  minutes;  2"  les  albumoses,  en  precipitant  le  filtral 
des  albumines  par  du  sulfate  de  zinc;  3"  les  soi-disant  peptones^), 
en  precipitant  par  I'acide  phosphotungstique  le  filtrat  de  la  precipitation 
par  le  sulfate  de  zinc.  4"  le  soi-disant  azote  amide,  en  faisant  bouil- 
lir avec  de  I'acide  chlorhydrique^,  pendant  une  heure,  le  filtrat  des 
albumines,  et  en  distillant  I'ammoniaque.  Que  les  resultats  des  deux 
dernieres  operations  soient  extremement  vagues,  cela  saute  aux  yeux. 
—  Les  tableaux  des  auteurs  font  voir  distinctement  le  decroissement 
tant  des  matieres  albuminoides  que  des  albumoses  (qu'on  note  bien  la 
longue  duree  des  experiences)  avec  I'accroissement  de  la  temperature 
jusqu'a  une  certaine  limite.  G'est  la  un  fait  qui  constitue  aussi  une 
des  conclusions  de  leurs  essais,  malgre  le  peu  d'exactitude  de  leurs 
determinations  et  leurs  erreurs  graves ,  qui  causent  quelquefois  des 
variations  singulieres  au-dedans  des  temperatures  auxquelles  on  pour- 
rait  s'atlendre  a  un  accroissement  continu.  Mais  voila  la  seule  con- 
clusion qu'ils  soient  en  droit  de  tirer.  lis  croient  encore  avoir  trouve 
„dass  die  Abbauprodukte ,  besonders  wenn  man  das  Enzym  bei  nied- 
riger  Temperatur  wirken  lasst,  sehr  weitgehend  sind".  lis  relevent 
meme  ceci  comme  le  resultat  principal  de  leurs  essais.  Mais  toute 
personne  qui  examine  leur  etude,  verra  du  coup  que  I'essai  justement 
(essai  13)  sur  lequel  ils  fondent  cette  conclusion,  invite  a  la  plus 
grande  circonspection,  faisant  soupgonner  des  erreurs  graves  aux  deter- 
minations de  la  „Zunabme  der  Peptone".  11  y  a  bien  quelque  chose 
de  vrai  a  cette  proposition  dans  sa  generalite.  Mais  ils  sont,  sans 
doute,  loin  de  la  realite  en  pensant  que  c'est  surtout  a  12^  et  autour 
de  cette  temperature  (a  5^  ils  ont  une  indication  en  sens  inverse) 
que  les   „ soi-disant  peptones"   se  dedoublent  ulterieurement. 

Fernbach  et  Hubert^)  ont,  de  meme,  fait  des  experiences 
d'autodigestion  avec  un  extrait  de  malt  touraille,  sterilise  par  filtration 
a  la  bougie  Ghamberland.  lis  ont  reusji  a  rendre  incoagulables  45  p.  c. 
des  matieres  albuminoides  primitivement  coagulables.  lis  disent  entre 
autres  choses:  „Dans  les  conditions  du  brassage,  la  solubilisation  de 
I'azote  par  la  diastase  proteolytique  est  deja  active  a  la  temperature 
de  40^;  la  temperature  optima  est  voisine  de  60^,  mais  I'activite  est 
encore  considerable  a  70^."  Ces  indications  paraissent  s'ecarter  un 
peu  de  mes  resultats.  Je  doute  aussi  que  foptimum  soit  si  haut. 
Peut-etre   n'ont-ils   pas    un   assez   grand   nombre  de  temperatures    pour 


^)  Expression  des  auteurs. 

^)  lis  n'en  indiquent  pas  la  force. 

3)  Fernbach  et  Hubert:  C.  r.  GXXX,  1783—85  pVe  1900). 
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pouvoir  determiner,  avec  assez  d'exactitude,  ce  point.  Leur  commu- 
nication ne  permet  pas  d'en  juger.  Mais  quant  a  I'activite  plus  grande 
qu'ils  ont  trouvee  a  70^,  il  est  possible  que  I'enzyme  du  malt  tou- 
raille  soit  plus  resislante  aux  temperatures  elevees  que  celle  du  malt 
vert.  De  plus,  d'apres  ces  auteurs,  les  produits  different  selon  la  tem- 
perature. En  se  servant  de  I'acide  phosphotungstique  pour  separer 
I'azote  peptonise  de  I'azote  amide,  ils  trouvent  qu'a  „40^  la  totalite  de 
Fazote  appartient  a  des  composes  amides  non  precipitables  au  reactif 
mentionne;  a  60^  I'azote  amide  ne  constitue  plus  que  50  p.  c.  a 
60  p.  c.  de  I'azote  solubilise,  et,  a  70^,  a  peine  40  p.  c."  Ge  re- 
sultat,  suivant  lequel  le  dedoublement  est  le  plus  profond  aux  tempe- 
ratures relativement  basses,  et  auquel  sont  arrives  aussi  Windisch  et 
Schellhorn,  s'accorde  essentiellement  avec  les  miens.  La  aussi,  il 
faut  se  rappeler,  cependant,  qu'ils  ont  tous  prolonge  leurs  experiences 
pendant  un  temps  tres  long,  pendant  lequel  les  albumoses  formees 
d'abord  ont  ete,  peu  a  peu,  dedoublees  a  leur  tour,  Taction  trypsique, 
suivant  mes  essais,  etant  presque  tout  aussi  energique  a  35^  qu'a 
47^,  tandis  qu'elle  est  tres  faible  a  60^.  La  formation  des  albumoses, 
au  contraire,  atteint,  a  I'optimum,  son  plus  haut  point  de  developpe- 
ment  au  bout  de  tres  peu  de  temps,  2  —  3  heures,  se  produisant  en- 
core energiquement  a  60^. 

Petit  et  Labourasse-^)  ont  fait  des  experiences  de  brassage 
avec  du  malt  „faiblement  touraille",  qu'ils  ont  digere  avec  de  I'eau 
distillee  pendant  2  heures  a  des  temperatures  differentes. 

Ils  trouvent  le  maximum  de  matieres  dissoutes  a  55^,  tandis  que 
la  formation  des  albumoses  et  des  corps  amides  parait  etre  le  plus 
grande  a  40^  —  45^. 

II  est  impossible  de  tirer  des  conclusions  sur  la  dependance  de 
la  temperature  des  differentes  phases  des  enzymes  proteolytiques  ou 
de  la  proteolyse  au  moyen  d'essais  comme  ceux  que  nous  venons  de 
nommer.  Les  conditions  des  experiences  sont  trop  compliquees.  Les 
conditions  d'extraction  y  interviennent.  La  coagulation  des  matieres 
prot^iques,  qui  commence  deja  a  des  temperatures  relativement  bas- 
ses, est  une  cause  perturbatrice.  Le  manque  de  reactifs  propres  a 
separer  les  differents  produits  de  dedoublement  se  fait  sentir  davan- 
tage.  Les  chiffres  obtenus  sont  tous  des  chiffres  de  proportions  et  qui 
ne  permettent  pas  de  calculer  les  mesures  absolues  du  pouvoir  fer- 
mentatif. 

Je  laisserai  aussi  de  cote  les  essais  de  brassage  assez  nombreux, 
a  des  temperatures  differentes,  que  j'ai  faits  moi-meme.     Je  renvoie,  a 


1}  Petit  et  Labourasse:  G.  r.  GXXXI,  349--51  Ht  1900). 
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ce  sujet,  partie  a  ce  que  j'ai  publie  autrefois^),  partie  a  une  etude  qui 
paraiira  plus  tard  dans  ces  Gomptes  rendu  et  dans  laquelle  on  trai- 
tera  a  part  ces  essais  et  une  serie  d'essais  nouveaux. 

Si  done  les  resultats  auxquels  sont  arrives  les  auteurs  nomm^s, 
different  des  miens  a  certains  egards,  il  n'y  faut  attacher  aucune  im- 
portance. En  realite,  des  essais  avec  un  extrait  de  malt  vert  agissant 
sur  une  matiere  proteique  ajoutee,  sont  incommensurables  a  des  essais 
d'autodigestion  avec  un  extrait  de  malt  touraille,  ou  a  des  essais  de 
brassage  avec  le  malt  torrefie  a  la  touraille.  Peut-etre  que  les  en- 
zymes, apres  une  premiere  torrefaction ,  pourront  agir  aussi  plus  tard, 
a  une  temperature  plus  elevee  (Fernbach  et  Hubert)  que  lorsqu'on 
les  extrait  directement  des  grains  frais  en  germination  ^) ;  mais  les 
communications  breves  des  savants  franqais  ne  permettent  pas  de  con- 
troler  leurs  experiences,  et,  en  dehors  des  differences  d^ja  nommees 
entre  leur  methode  et  la  mienne,  il  pent  y  en  avoir  eu  d'autres  qui 
auront  exerce  une  influence  decisive  sur  les  resultats. 

Voici,  a  peu  pres,  le  resume  des  conclusions  auxquelles  m'ont 
conduit  mes  experiences  a  I'egard  de  la  dependance  de  la  temperature 
du  pouvoir  fermentatif  proteolytique  d'un  extrait  de  malt  vert,  en  tout 
cus  pour  la  proteolyse  de  la  proteine  de  froment: 

1^  La  premiere  phase  de  la  proteolyse,  le  dedouble- 
ment  en  albumoses,  s'opere  avec  des  effets  assez  vigoureux 
deja  a  des  temperatures  relativement  basses  (4^,  20^); 
avec  rapidite  et  intensite  a  51^,  temperature  qui  forme  un 
optimum  prononce  et  auquel  I'effet  est  presque  deux  fois 
aussi  energique  qu'a  35^  et  a  60^.  Le  minimum  est  au- 
dessous  de  4^;  le  maximum  est  a  70^,  ou  au-dessous. 

2^  Le  dedoublement  plus  profond,  la  transformation 
des  albumoses  en  produits  non  precipitables  au  tannin, 
s'opere  beaucoup  plus  lentement  que  le  dedoublement  en 
albumoses.  U  a  son  optimum  entre  45^  et  50*^  (a  47^  — 
48^  probablement),  mais,  sur  ce  parcours,  la  courbe  est 
parallele,  a  peu  pres,  a  I'axe  des  abscisses.  A  35^,  I'effet 
n'est  qu'un  peu  plus  faible  qu'a  47^,  mais  a  60^,  il  est  beau- 
coup  plus  faible,  ayant  cesse  entierement  a  70^.  Apres  deux 
heures,  I'effet  est  nul  a  5^,  et  extreme m^ent  faible  a   15^. 


^)  Fr.  We  is:     Ueber    das     proteolytische     und    ein    eiweisskoagulirendes 

Enzym  in  keimender  Gerste    (Malz).     Zeitschr    f.  physiol.  Chemie  XXXI, 

79—97  (1900). 
^)  Kjeldahl  (v.  p.  139)   qui    a   aussi,   tant   qu'on  peut  comprendre  de  son 

journal,   opere    avec   des   extraits  de  malt  touraille,   a  trouve  de  nieine, 

nous  Tavons  vu,  des  effets  notables  a  70°. 
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2.    Dependance  de  la  quantite  de  ferment. 

11  est  impossible  de  faire  des  recherches  absolument  exactes  de 
I'influence  de  cet  agent,  tant  qu'on  ne  pourra  produire  I'enzyme  a  I'etat 
pur,  sans  parler  des  cas  ou  on  ne  pent  la  produire  a  Tetat  solide  sans 
affaiblir  considerablement  le  pouvoir  fermentatif,  mais  ou  il  faut  operer 
avec  des  extraits  contenant  nombre  d'autres  matieres.  En  effet, 
aussitot  qu'on  y  fait  varier  la  quantite  de  ferment,  on  fait  varier,  en 
meme  temps,  beaucoup  d'autres  facteurs.  Dans  un  cas  comme  le 
present,  oia  I'extrait  de  malt  conlient  des  quantites  considerables  de 
matieres  proteiques ,  partie  restees  intactes ,  partie  dedoublees  par  les 
enzymes  proteolytiques,  un  facteur  tel  que  la  concentration  des  matieres 
albuminoides  variera  avec  la  quantite  de  ferment.  Et  meme  s'il  y  a 
moyen,  comme  nous  le  ferons  voir  plus  loin,  d'eliminer  approximative- 
ment  cette  cause  perturbatrice,  d'autres  facteurs,  par  exemple  la  teneur 
variee  en  phosphates  du  liquide  a  essayer  qu'on  additionne  aussi  avec 
I'extrait  de  malt,  pourront  modifier  la  marche  de  la  proteolyse. 

On  ne  pourra  done  pas  tirer  des  conclusions  particulierement  im- 
portantes  des  essais  suivants  de  I'influence  de  la  quantite  de  ferment 
sur  la  proteolyse,  d'autant  plus  qu'ils  presentent  des  defauts  etrangers 
aux  circoEstances  dont  nous  venons  de  parler.  Gependant,  des  recherches 
de  ce  genre  sont  indispensables  a  la  connaissance  exacte  de  cette  pro- 
teolyse et  des  enzymes  qui  en  sont  la  cause.  Je  soumettrai  done 
ceux  de  mes  essais  qui  y  visent. 

Je  ne  me  suis  servi  du  chlorure  stanneux  comme  precipitant  qu'a 
une  seule  serie  d'essais,  employant  aux  autres  I'acide  tannique.  Aussi 
les  resultats  portent-ils  sur  la  phase  trypsique  de  la  proteolyse  princi- 
palement. 

Voici  comment  j'ai  oper6  aux  essais  faits  en  employant  I'acide 
tannique:  Pour  porter  la  relation  entre  les  10^^  ordinaires  de  solution 
de  proteine  et  les  10*^^  d'extrait  de  malt  au-dela  de  cette  derniere 
quantite,  sans  changer  la  concentration  de  proteine  et  d'acide  lactique 
du  liquide,  on  part  de  solutions  de  proteine  plus  concentrees  que  les 
solutions  ordinaires  a  2  p.  c.  A  cette  fin,  on  a  fait  une  solution  de 
5  p.  c.  de  pi'oteine  dans  de  I'acide  lactique  aqueux  a  1  p.  c.  A  la 
l*^^*-'  serie  d'essais  on  en  emploie  10^<^,  que,  par  I'additionnement  de 
quantites  varices  d'infusion  de  malt  (0,  5,  10,  15  ...  40^^^)  et  d'eau 
distillee,  on  porte  toujours  au  volume  total  de  50^^  contenant  1  p.  c.  de 
proteine  et  OM  p.  c.  d'acide  lactique.  A  la  11^  serie  on  a,  par  suite 
de  circonstances  particulieres  (v.  plus  loin),  opere  avec  une  solution 
de  proteine  un  peu  plus  faible;  mais  dans  celle-ci,  et  a  la  III^  serie^  je 
suis  parti  d'une  solution  de  proteine  de  15<^^  a  5  p.  c,  et  le  volume 
a  ete  complete,  comme  tout  a  I'heure,  mais  a  75  ^^.    Pour  comparer  les 
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resultats  obtenus  avec  d'autres,  les  chiffres  des  tableaux  suivants  sont 
reduits  aux  20  ^^  ordinaires  de  liquide  a  essayer  contenant  1  p.  c.  de  pro- 
leine  et  0.2  p.  c.  d'acide  lactique  (a  Texception  de  la  11^  serie).  —  En 
meme  temps,  on  a  fait  des  essais  d'autodigestion  avec  les  memes  ex- 
trails,  etendus  d'eau  au  meme  volume,  en  ajoutant  de  I'acide  laclique 
en  quantite  correspondante.  En  soustrayant  les  chiffres  obtenus  ainsi 
de  I'azote  dedouble  total  on  determine  I'azote  du  au  dedoublement  de 
la  proteine.  Gomme,  naturellement,  les  diverses  quantites  d'extraits  de 
malt  presenteront ,  a  tres  peu  de  chose  pres,  le  meme  rapport  entre 
I'azote  total  et  I'azote  non  precipite  et  que,  pendant  la  meme  dur^e, 
I'azote  dedouble  sera  presque  le  meme,  fait  que  m'ont  appris  un  grand 
nombre  d'essais  d'autodigestion,  les  tableaux  pourront  servir  non  seule- 
ment  a  calculer  I'etendue  de  I'autodigestion  de  tons  les  extraits  em- 
ployes, mais  on  sera  en  droit  d'appliquer  les  memes  valeurs  a  des  se- 
ries d'essai  auxquelles  n'est  entre  aucun  essai  d'autodigestion. 

Les  essais  ont  ete  faits  a  47^;  ils  ont  dure  2  heures. 

J^»'*'  Serie  (Essais  nos.379  — 414).  L'extrait  contient,  en  10<^«,  16°^&.35 
d'azote,  dont  8"'?.88  non  precipitable  par  I'acide  tannique.  La  proteine, 
calculee  a  0^'".2,  correspondant  a  10^^  d'une  solution  a  2  p.  c,  contient 
30™s.42  d'Az.  L'azote  total  du  liquide  varie  d'apres  la  quantite  de 
l'extrait,  ainsi  que  fait  voir  la  deuxieme  colonne  du  tableau. 


P^«  Serie. 

Az 

total 

Az  du  filtrat 

Az  dedouble 

30^^.42  d'Az  de  proteine 

pour 

com- 

mencer 

au  bout 

de  2 

heures 

total 

de 
l'extrait 

de  la 
pro- 
teine 

cc                                              mg 

0  d'extrait  contenant  0.00  d'Az . . . 

mg 

30.42 

mg 
0.08 

mg 
0.08 

mg 

mg 

mg 

2        _              _        3.27     —   ... 

33.69 

1.80 

2.97 

1.17 

(0.47) 

(0.70) 

4        —              —        6.54     —   ... 

86.96 

3.60 

6.58 

2.98 

1.02 

1.96 

6        —              _        9.81     —  ... 

40.23 

5.40 

10.98 

5.58 

(1.41) 

(4.17) 

8        -              _       13.08    —  ... 

43.50 

7.20 

14.26 

7.06 

1.81 

5.25 

10        -              -       16.35    -    ... 

46.77 

9.00 

18.18 

9.18 

(2.35) 

(6.83) 

16^)     -              -      26.16     -   ... 

56.58 

14.40 

26.26 

11.86 

3.752) 

8.11 

IF  SSrie  (Essais  nos.  415  —  438).  L'extrait  contient,  en  10",  17"^s.21 
d'azote,  dont  9™s.56  non  precipitable  par  I'acide  tannique.  La  solution 
de  proteine  est  la  meme  qu'a  la  serie  pr^c^dente,  mais,  pour  en  avoir 

^)  Les  essais  avec  12 ^'^  et  14^^  d'extrait  ont  echoue. 

^)  D'apres  les  trois  determinations  de  4*^^  8*^^  16*^^  d'extrait  en  2",  I'auto- 
digestion fera  0^^.47  environ,  dont  on  a  calcule  les  chiffres  entre  paren- 
theses.    On  s'est  servi  d'un  calcul  semblable  aux  tableaux  suivants. 
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assez,  on  a  etendu  275<^^  a  5  p.  c.  a  31 0^^  Ainsi  le  liquide  a  essayer, 
reduit  a  20^%  ne  contient  que  23^8.84  d 'azote  de  proteine.  Apres 
I'ebullition,  on  ajoute  du  thymol  a  la  solution  de  proteine.  Geci,  ajoute 
a  la  concentration  relativement  plus  faible,  a  fait  que,  malgre  la  quan- 
tite  plus  grande  d'azote,  Taction  de  cet  extrait  est  un  peu  moins  ener- 
gique  que  Taction  de  I'extrait  de  la  serie  precedente. 

IIF  Sirie  (Essais  nos.  623  —  646).  On  ne  fait  pas  de  dosage  de 
Tazote  total  de  I'extrait  de  malt.  En  10^^  d'extrait,  10^^.00  d'azote 
se  sont  soustraits  a  la  precipitation  par  Tacide  tannique.  On  ne  fait 
pas  de  dosage  non  plus  de  Tazote  de  la  solution  de  proteine.  Mais  je 
suis  partie  d'une  solution  a  5  p.  c.  Par  consequent,  dans  le  liquide  a 
essayer  reduit  (20^^)  il  y  aura  environ  30"^s.00  d'azote-proteine  =  1  p.  c. 
de  proteine;  a  cette  serie  les  effets  etaient  beaucoup  plus  vigoureux 
qu'aux  series  precedentes. 

lie  Serie. 


Az 

total 

Az  du  filtrat 

Az  dedouble 

23 '"^.84  d'Az-proteine 

pour 

com- 

mencer 

au  bout 

de  2 
heures 

total 

de 
I'extrait 

de  la 
pro- 
teine 

cc                                               mg 

6.6  d'extrait  contenant  11.35  d'Az. . 

8.0       —            —         13.76  —  .. 

9.3  —  —  16.00  —  .. 
10.6  —  —  18.23  —  .. 
12.0  —  -  20.64  —  .. 
13.3  —  —  22.88  —  .. 
14.6  -  -  25.11  -  .. 
16.0       —            —         27.52  —   .. 

mg 

35.19 
37.60 

39.84 
42.07 
44.48 
46.72 
48.95 
51.36 

mg 

6.56 
7.82 
9.09 
10.36 
11.62 
12.89 
14.16 
15.42 

mg 
11.66 
14.71 
16.90 
18.90 
20.71 
22.49 
24.27 
26.28 

mg 
5.10 
6.89 
7.81 
8.54 
9.09 
9.60 
10.11 
10.86 

mg 

1.51 

(1.84) 
(2.13) 
(2.43) 
(2.76) 
3.06 
(3.36) 
(3.69)1) 

mg 

3.59 

(5.05) 

(5.68) 

(6.11) 

(6.33) 

6.54 

(6.75) 

(7.17) 

Ille  Serie. 


Az  du  filtrat 

Az  dedouble 

0^'^.2  de  proteine 

pour 

com- 

mencer 

au  bout 

de  2 

heures 

total 

de 
I'extrait 

de  la 
pro- 
teine 

cc 

0.0  d'extrait  de  malt 

mg 

0.02 

2.67 

5.34 

8.01 

10.68 

13.35 

16.02 

mg 
0.02 
5.42 
12.10 
18.03 
23.16 
27.95 
30.77 

mg 

2.75 
6.76 
10.02 
12.48 
14.60 
14.75 

mg 

(0.61) 

(1.24) 
(1.88) 
(2.47) 
(3.12) 
(3.75)1) 

mg 

2.6       —             -       

(2.14) 

(5.52) 

(8.14) 

(10.01) 

(11.48) 

(11.00) 

5.3       -             -       

8.0       —             —       

10.6       -             -       

13.3       -             -       

16.0       -             -       

1)  V.  note  2  p.  182. 
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On  ajoute,  a  titre  de  comparaison,  une  serie  d'essais  ou  le  chlo- 
rure  stanneux  a  servi  de  precipitant: 

IP  Serie  (Essais  nos.  1919—1930,  1936  —  1940).  A  ces  essais  I'ex- 
trait  de  malt  contient,  en  10^=%  18"^g.54  d'azote  total,  dont  12"»g.42  im- 
precipitable  par  le  chlorure  stanneux.  On  emploie  partout  10^^  d'une 
solution  de  prot6ine  a  2  p.  c,  contenant  31  ""^.74  d'azote.  On  varie 
avec  des  extraits  de  malt  de  0*^^  a  10^^=;  la  ou  le  volume  de  I'extrait 
employe  est  au-dessous  de  10^^,  on  etend  d'eau  de  maniere  a  porter 
toujours  le  volume  du  liquide  a  essayer  a  20^^.  On  ne  fait  aucun  es- 
sai  d'autodigestion  avec  de  I'extrait  de  malt  seul^).  La  temperature 
est  de  51^;  la  duree  est  de  2  heures. 

IVe  Serie. 


31  "^^.74  d'Az-proteine 


Az 

total 


Az  du  filtrat 


pour 

com- 

mencer 


au  bout 

de  2 
heures 


Az  dedouble 


total 


de  la 

proteine 

seule^ 


cc  rag 

0  d'extrait  de  malt  contenant  0.00  d'Az. 


2 


10       — 


3.71 

7.40 

11.10 

14.80 

18.54 


mg 

mg 

mg 

mg 

31.74 

1.64 

1.64 

0.00 

35.45 

4.12 

10.84 

6.72 

39.14 

6.60 

22.04 

15.44 

41.84 

9.08 

32.56 

23.48 

46.54 

11.56 

38.84 

27.28 

50.28 

14.06 

43.28 

29.22 

mg 

(6.20) 
(14.40) 
(21.92) 
(25.20) 
(26.62) 


Les  resultats  de  ces  series  sont  exprimes  graphiquement  sur  la 
planche  II.  Les  deux  courbes  superieures,  dont  I'une  pleine  et  I'autre 
ponctu^e,  indiquent  la  quantite  d'azote  qui  s'est  soustraite,  pendant  le 
temps  d'experience  applique,  a  la  precipitation  par  le  chlorure  stan- 
neux, toutes  les  autres  indiquant,  pareillement,  la  precipitation  par  I'a- 
cide  tannique.  La  courbe  la  plus  basse  exprime  I'autodigestion  dans 
un  des  extraits  de  malt  employes,  I'acide  tannique  servant  de  precipi- 
tant. Les  autres  courbes  pleines  indiquent  la  quantite  totale  d'azote 
dedouble  de  la  solution  de  proteine  +  I'extrait  de  malt,  tandis  que  les 


^)  Voici,  a  titre  de  comparaison,  quelques  donnees  d'une  autre  serie  d'ex- 
periences.  L'extrait  de  malt  y  contenait,  en  10 ^^  19  "^^.10  d'azote  et 
12""^.70  d'azote  imprecipitable  par  le  chlorure  stanneux.  Apres  3  heures 
d'autodigestion  a  47°,  15™^.24  d'azote  sont  restes  iniprecipitables  par  le 
chlorure  stanneux;  apres  5  heures  15™^.44  d'azote.  Done,  dans  ces  espaces 
de  temps,  il  y  avait  en  2™^.54  et  2™^.74  d'azote  de  dedoubles;  par  conse- 
quent, 3  ""^.86  et  3™^.66  d'azote  restaient  sans  dedoublement. 

^)  Calcule  d'apr^s  la  valeur  de  I'autodigestion  (pour  10'^'^,  2°^^.6),  indiquee 
a  la  note  precedente. 

13* 
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deux   courbes   ponctuees   montrent   la   quantite   de   proteine   seule,    de- 
doublee  aux  series  I  et  IV. 

II  va  sans  dire  que  les  courbes  qui  indiquent  la  quantite  totale 
d'azote  dedouble,  s'elevent  forcement  avec  la  quantite  d'extrait  de  malt, 
mais  on  pourrait,  sans  doute,  se  figurer  que  le  dedoublement  de  pro- 
teine ne  croitrait  pas,  avec  la  quantite  croissante  de  ferment,  au-dela 
d'une  certaine  limite. 

3.   Dependance  de  la  eoneentration  de  la  solution  de  proteine. 

En  faisant  des  experiences  d'orientation  pour  reconnaitre  les  meil- 
leures  conditions  (temperature,  duree,  acidite,  etc.)  donnant  les  resul- 
tats  relativement  les  plus  grands,  il  est  d'importance  de  choisir  une 
concentration  convenable  de  I'albumine  (dans  mon  cas  la  proteine 
de  froment)  soumise  a  Faction  de  I'extrait  de  malt.  Gette  concen- 
tration doit  satisfaire  aux  conditions  suivantes:  elle  ne  doit  pas  en- 
traver  Paction  des  enzymes;  elle  doit  donner  des  indications  notables 
pour  de  petites  variations  aux  conditions  des  experiences  sans  que,  ce- 
pendant,  la  reaction  finisse  au-dedans  de  la  duree  ordinaire  d'experience ; 
enfin,  elle  doit  se  preter,  sans  grandes  difficultes,  aux  dosages  d'azote 
auxquels,  on  le  sait,  il  est  preferable  que  la  matiere,  soumise  a  I'ex- 
amen,  ne  contienne  pas  des  quantites  trop  grandes  d'azote.  Une  solu- 
tion qui  se  montre  tres  convenable  au-dedans  de  la  duree  de  2  heures 
des  experiences  modeles  est  celle,  a  2  p.  c.  de  proteine,  dont  10*^^ 
contiennent  environ  30 ™s  d'azote,  et  qui,  additionnee  de  son  volume 
d'extrait  de  malt,  donne  une  concentration  de  1  p.  c.  de  proteine. 
Elle  s'est  montree  satisfaisante  surtout  tant  que  je  n'ai  employ^,  comme 
precipitant,  que  I'acide  tannique,  n'examinant  ainsi  que  la  phase  pro- 
fonde  de  la  proteolyse  (action  de  la  tryptase). 

Le  choix  de  cette  concentration  s'appuie  aussi  sur  les  essais  que 
nous  allons  decrire  ci-dessous.  On  y  emploie  des  solutions  qui,  addi- 
tionnees  d'extrait  de  malt,  donnent  des  concentrations  de  proteine  a 
^A,  ^A,  1,  2,  3,  4,  5  p.  c.  On  y  determine  aussi,  pour  les  concen- 
trations diverses,  la  quantite  tant  absolue  que  pour  100  d'azote-pro- 
t6ine  imprecipitable  par  le  tannin  au  bout  de  2  ou  de  5  heures  de 
Taction  de  I'extrait  de  malt. 

Aux  trois  series  d'essais  A  (nos.  717  —  736),  B  (nos.  737—752),  G 
(nos.  753  —  774),  on  a  employe  trois  extraits  de  malt  differents.  A 
aucun  d'eux  on  n'a  dose  I'azote  total;  mais  10*^^  en  contenaient  au 
filtrat  du  precipite  par  le  tannin  9'^g.84,  9^^.74,  8™«.64  d'azote  res- 
pectivement.  On  a  fait  toutes  les  differentes  concentrations  de  pro- 
teine de  la  meme  solution  de  proteine  a  10  p.  c.  et  de  laquelle  1  " 
contenait    IS'^g.OG  d'azote.     Pour   determiner   la    quantite    de    proteine 
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A 

nos.  717-736 

B 

nos.  737— 

752 

C 

nos.  753-774 

1 

p.  c.  de  prot6ine 

Az  dedouble 
au  bout  de2heures 

Az  dedouble 
aubout  de2heures 

Az  dedouble 
au  bout  de  5  heures 

:30'"^.18  d'azole- 
proteine 

a  47° 

a  470 

a  47» 

total 

de  la 
pro- 
teine 

pour 
100 

d'Az- 
pro- 

teine 

total 

de  la 
pro- 
teine 

pour 
100 
d'Az- 
pro- 
teine 

total 

de  la 
pro- 
teine 

pour 
100 
d'Az- 
pro- 
teine 

mg 

mg 

mg 

mg 

mg 

mg 

0.()0 

p.  c.  de  proteine  .  .  . 

2.76 

0.00 

0.00 

2.76 

0.00 

0.00 

3.04 

0.00 

0.00 

0.25 

-   =     7°'^.55d'Az 

4.64 

1.88 

24.9 

— 

— 

— 

6.46 

3.42 

45.3 

0.50 

.  =    15^^.09   — 

6.28 

3.52 

23.3 

— 

— 

— 

9.60 

6.56 

43.5 

1.00 

-  =   30""S.i8   _ 

9.24 

6.48 

21.5 

9.36 

6.60 

21.9 

13.96 

10.92 

36.2 

2.00 

-   =    60"^^.36   - 

12.20 

9.44 

15.6 

13.00 

10.24 

17.0 

18.66 

15.62 

25.9 

3.00 

-  =   90^^.54   — 

15.74 

12.98 

14.3 

14.58 

11.82 

13.1 

21.38 

18.34 

20.3 

4.00 

-  =  120°^^.72    — 

15.30 

12.54 

10.4 

13.80 

11.04 

9.1 

22.32 

19.28 

16.0 

5.00 

-  =150^^.90   - 

15.48 

12.72 

8.4 

14.68 

11.92 

7.9 

22.96 

19.92 

13.2 

echappanl  peu  a  peu  a  la  precipitation  par  le  tannin,  on  a  fait  des 
essais  avec  des  extraits  de  malt  seuls,  additionnes  d'eau  acidulee  d'a- 
cide  lactique.  Les  resultats  des  trois  series  d'essais  sont  donnas  au 
tableau  suivant  et  a  la  planche  III  a  et  b. 

On  voit  qu'aux  concentrations  basses  la  quantity  de  proteine  de- 
doublee  est  le  moins  grande,  prise  absolument,  mais  le  plus  grande 
pour  100  de  proteine.  A  tous  les  essais,  le  maximum  d'effet  est  atteint 
s'il  y  a  3  —  4  p.  c.  de  proteine,  c.-a-d.  le  dedoublement  d'azote-pro- 
teine  est,  dans  ce  cas,  aussi  grand  qu'aux  concentrations  plus  elevees 
(5  p.  c);  ou  a  partir  de  ce  point  les  courbes  passent,  au-dedans  d'une 
duree  fixe  (2  ou  5  heures),  presque  parallelement  a  I'axe  des  abscisses. 
Mais  pour  100  de  proteine  I'effet  n'y  est  que  moiti^  aussi  grand  qu'a  1  p.  c. 
En  choisissant  cette  concentration  aux  experiences  modeles,  on  Econo- 
mise consid^rablement  la  proteine,  dont  la  production  demande  beau- 
coup  de  temps  et  un  grand  travail. 

A  d'autres  essais,  qui  ne  seront  communiques  que  plus  loin  (p.  189; 
PI.  IX,  X)  parce  qu'on  y  examine  aussi  Tinfluence  de  la  duree  de  I'essai 
a  des  concentrations  diverses  de  proteine  (1,  2^/2,  5  p.  c),  on  pr^cipitait 
a  la  fois  par  le  chlorure  stanneux  et  par  I'acide  tannique.  On  pourrait, 
sans  doute,  detacher  les  resultats  de  ces  essais  pour  Taction  des  durees 
de  2  et  de  5  heures  en  les  comparant  a  ceux  dont  je  viens  de  parler, 
mais  je  me  contenterai  de  renvoyer  a  cette  partie,  tant  au  tableau  qu'aux 
conclusions  que  je  tire  de  ces  essais  (v.  Ill,   7). 


4.     Dependance  du  temps. 

II  va  de  soi  qu'a  toule  action  de  ferment  il  faut  prendre  en  con- 
sideration le  temps  en  determinant  I'influence  des  autres  facteurs.     En 
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mesurant  le  pouvoir  fermentatif  et  en  determinant  I'intensite  d'une  fer- 
mentation, on  fait  toujours,  naturellement,  comme  a  la  mesure  de  tout 
travail  mecanique,  entrer  le  temps  en  la  definition. 

Le  temps  que  demandent  les  enzymes  diverses  pour  finir  la  reac- 
tion qui  les  caracterise,  ou  pour  la  mener  au  point  auquel  les  condi- 
tions de  I'essai  lui  permettent  d'atteindre,  varie  beaucoup.  II  depend 
d'agents  tels  que  temperature,  quantite  de  ferments,  nature  et  concen- 
tration des  matieres  en  fermentation,  reaction  du  liquide  a  essayer,  pre- 
sence de  matieres  etrangeres,  etc.  Mais,  du  reste,  en  presence  des 
conditions  les  plus  favorables,  on  voit,  par  exemple,  que  la  presure 
acheve  sa  reaction  caracteristique  presque  instantanement,  ou  au  bout 
de  quelques  minutes;  que  I'amylase  atteint  son  maximum  au  bout  de 
^/2  a  1  heure,  tandis  que  I'invertase  pourra  continuer  d'agir  pendant 
des  heures,  voir  meme  des  jours,  et  que  d'autres  enzymes,  entre 
autres  des  enzymes  proteolytiques,  continueront  pendant  des  mois.  On 
a,  sans  doute,  considere  ces  dernieres,  notamment  les  enzymes  trypsi- 
ques,  comme  assez  lentes  dans  leur  action.  Aussi  plusieurs  entre  ceux 
(Green,  Butkewitsch,  Windisch  et  Schellhorn)  qui  ont  opere 
avec  des  enzymes  proteolytiques  vegetales,  se  sont-ils  servis,  de  prefe- 
rence, de  temps  d'essai  longs.  Je  demontrerai  que  la  consequence  en 
a  ete  que  les  premieres  phases  de  la  proteolyse,  par  exemple  la  for- 
mation d'albumose,  leur  ont  echappe;  aussi  n'a-t-on  pas  bien  saisi  la 
vitesse  et  I'intensite  avec  lesquelles  pourra  s'achever  la  proteolyse. 

Pendant  la  premiere  partie  de  mon  travail  —  tant  que  je  me  ser- 
vais  du  tannin  comme  seul  precipitant  —  j'avais  I'esprit  prevenu,  pen- 
sant  que  la  d6pendance  du  temps  de  la  proteolyse  s'exprimerait  par 
une  courbe  qui  aurait  atteint,  au  bout  de  quelques  heures,  son  maxi- 
mum et  qui,  apres,  passerait  parallelement  a  I'axe  des  abscisses.  Mais 
mes  premieres  experiences  n'ayant  pas  confirme  cette  supposition,  j'etais 
dispose  a  voir  dans  ce  fait  I'influence  perturbatrice  d'autres  agents  (des 
bacteries,  par  exemple).  J'ai  done  repete  ces  experiences  de  temps  a 
autre,  variant  toujours  quelque  peu  les  conditions;  ainsi  j'ai  additionne 
du  thymol  pour  exclure  les  bacteries.  Mais  toutes  les  series  d'essais 
ont  donn6,  essentiellement,  le  meme  r^sultat:  la  croissance  continue 
de  la  courbe,  en  tout  cas,  jusqu'a  et  au-dela  de  vingt-quatre  heures  de 
temps  d'essai.  J'ai  fait  ainsi  un  plus  grand  nombre  d'essais  qu'il 
n'6tait  strictement  necessaire  pour  la  determination  de  la  courbe  de 
temps  de  la  phase  trypsique  de  la  proteolyse;  mais  comme  ils  se  con- 
firment  tous,  je  les  citerai. 

On  trouvera  les  resultats  au  tableau  ci-contre  (v.  aussi  PI.  IV). 
Voici  quelques  notions  sur  les  conditions: 
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Precipitation  par  Tacide  tannique. 


[e  Serie 

IP  Serie 

III«  Serie 

IV«  Serie 

CO 

J3 

50 « 

50° 

470 

(du  thymol  apres  5  heures) 

4i 

^« 

0) 

Az 

Az  de- 

Az 

Az  de- 

Az 

Az 

Az 

Az  de- 

dufiltrat 

double 

dufiltrat 

double 

du  filtrat 

dedouble 

dufiltrat 

double 

au  boat 
de 

0 

mg               mg 

mg 

mg 

mg 

mg 

mg 

mg 

5.23 

v 

6.39 

n 

10.72 

n 

7.10 

71 

V2 

6.71 

1.48 

n 

n 

13.86 

3.14 

n 

71 

1 

8.34 

3.11 

•n 

n 

16.52 

5.80 

12.44 

5.34 

1V2 

8.68 

3.45 

rt 

n 

17.86 

7.14 

n 

71 

2 

n 

« 

11.97 

5  58 

19.26 

8.54 

15.52 

8.42 

2V2 

Tt 

n 

n 

n 

21.06 

10.34 

n 

71 

3 

11.17 

5.94 

13.24 

6.85 

(22.72) 

(12.00) 

16.92 

9.82 

31/2 

fl 

7) 

n 

w 

n 

n 

18.10 

11.00 

4 

r» 

n 

UM 

7.85 

22.06 

11.34 

19.04 

11.94 

4V2 

T) 

» 

n 

n 

n 

« 

19.36 

12.26 

5 

n 

V 

14,96 

8.57 

23.66 

12.94 

20.08 

12.98 

6 

n 

Tt 

n 

ri 

24.04 

13.32 

20.80 

13.70 

9 

n 

Tl 

n 

fl 

24.92 

14.20 

24.32 

17.22 

12 

n 

•n 

7> 

« 

25.64 

14.92 

n 

71 

18 

16.10 

10.87 

« 

71 

j» 

r 

» 

71 

24 

fl 

n 

22.09 

15.70 

29.22 

18.50 

30.98 

23.88 

48 

n 

n 

25.94 

19.55 

32.42 

21.70 

n 

71 

72 

n 

n 

51 

n 

32.64 

21.92 

n 

71 

F  Serie  (Essais  nos.  28  —  44).  Temperature  50^.  L'extrait  de  malt 
est  fait  d'une  partie  de  malt  vert  et  de  deux  parties  d'eau;  en  10^^,  il 
contient  5^^.23  d'azote  imprecipitable  par  le  tannin. 

IP  SSrie  (Essais  nos.  56  —  69).  Elle  ne  varie  de  la  P^^  que  par  le 
fait  que  I'azote  de  10^<^  d'extrait  de  malt  imprecipitable  par  le  tannin 
est  de  6°ig.39. 

IIP  Serie  (Essais  nos.  473  — 508).  Temperature  47  ^  L'extrait  de 
malt,  prepare  de  trois  parties  de  malt  et  de  quatre  parties  d'eau,  contient, 
en  W'',  I9°^s.33  d'azote  total,  dont  10™§.60  imprecipitable  par  le  tan- 
nin. 10<=<=  de  solution  de  prot6ine  contiennent  29"^g.90  d'azote  total. 
Le  liquide  a  essayer  en  contient  done,  en  tout,  49  "^^,23.  De  10  ^'^  d'ex- 
trait de  malt  +  10*=^  de  solution  de  proteine  10"^g.72  d'azote  sont  im- 
precipitables  par  le  tannin.  A  partir  de  cinq  heures  de  temps  d'essai 
on  ajoute  du  thymol,  qui  ralentit  un  peu  Taction. 

IV^  Serie  {Esssiis  nos.  647  —  670).  Temperature  47^  Je  n'ai  pas  de 
notes  sur  la  preparation  de  l'extrait  de  malt,  ni  sur  sa  teneur  en  azote 
total.    7^^2.10  d'azote  sont  restes  impr6cipitables  par  le  tannin.    Aucune 
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addition  d'antiseptiques.    Au  bout  de  24  heures,  I'odeur  du  liquide  est 
assez  fraiche,  un  peu  acide,  peut-etre,  mais  nuUement  putrefiee^). 

Les  chiffres  de  la  premiere  colonne  de  chaque  serie  du  tableau 
indiquent  la  quantite  totale  d'azote  devenue  imprecipitable  par  le  tannin, 
ceux  de  la  deuxieme  colonne  la  quantity  dedoublee  pendant  le  temps  d'essai. 

On  voit  du  tableau  qu'une  action  manifeste  se  fait  encore,  a  la 
11^  serie  et  a  la  III®  s6rie,  dans  I'espace  de  temps  de  24  a  48  heures; 
tandis  qu'il  n'y  en  a  point  dans  celui  de  48  a  72  heures  (IIP  serie). 

Les  courbes  (v.  PL  IV)  des  P®  et  II®  series  sont  plus  basses  que 
celles  des  autres  series.  Geci  est  du,  partie  a  la  faiblesse  plus  grande 
des  extraits  de  malt,  partie  au  fait  que  la  temperature,  50^,  est  moins 
favorable  que  celle  de  47^.  II  faut  attribuer  a  I'influence  affaiblissante 
du  thymol  additionne  sur  I'enzyme  le  fait  que  la  courbe  de  la  III®  serie 
descend  vers  I'axe  des  abscisses  au  bout  de  5  heures.  (Voir  le  tableau  p.  187). 

La  PI.  IV  presente  encore  une  courbe  indiquant  les  resultats  d'es- 
sais  faits  pour  faire  voir  la  marche,  pendant  la  premiere  partie  de  la 
duree  de  I'experience,  de  Taction  rev^lee  par  la  precipitation  par  le 
chlorure  stanneux.  La  comparaison  de  cette  courbe  a  celles  du  tannin 
presente  un  interet  tout  special. 

F^Sm>(Essaisnos.  1917-26,  1946— 52).  Temperature  51  <>.  L'ex- 
trait  de  malt  se  prepare  de  3  parties  de  malt  +  4  parties  d'eau;  en  10^<=, 
il  contient  18™s.54  d'azote.     10^^  de   solution  de  proteine  contiennent 

Precipitation  par  le  chlorure  stanneux. 
V®  Serie.     51^ 


Az  du  filtrat 

Az  dedouble 

Az  dedouble 
par  15  minutes 

mg 

mg 

mg 

Au  bout  de  0  minutes . . 

14.94 

— 

— 

—        15      —       .. 

27.80 

.12.86 

12.86 

-        30      -      .. 

33.16 

18.22 

5.36 

-        45       -       .. 

37.92 

22.98 

4.76 

—           1  heure  . . . 

40.04 

25.10 

2.12 

—          2  heures. . . 

43.28 

28.34 

0.81 

—          3      -     ... 

43.68 

28.74 

0.10 

-          3V4  -     ... 

43.60 

28.66 

(-r-  0.08; 

^)  La  reaction  acide  est,  en  elle,  peu  favorable  au  developpement  de  bac- 
teries.  Je  n'ai  jamais  observe  de  putrefaction  ni  d'autre  fermentation  au 
liquide  a  essayer,  pas  meme  apres  des  essais  prolonges,  si  Textrait  de 
malt  et  la  proteine  lactique  sont  mel6s  ensemble.  II  se  produit  vite,  au 
contraire,  une  fermentation  acide  ou  une  putrefaction  fetide  a  Textrait 
de  malt  traits  seul. 
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31™g.74  d'azote:  done  en  tout  50°^g.28  d'azote.     On  chauffe  d'avance 
les  deux  solutions  a  la  temperature  de  I'experience. 

Ces  chiffres  et  la  courbe  qu'on  en  a  faite  font  voir  combien  est 
grande  la  vitesse  de  cette  action.  Elle  atteint  son  maximum  au  bout 
de  2  heures  environ.  En  tout  cas,  il  n'y  a  pas  d'accroissement  a  par- 
tir  de  3  —  3^/4  heures,  et,  a  en  juger  par  d'autres  essais  (v.  la  serie 
suivante),  il  faut  supposer  qu'au  bout  des  3  heures  la  courbe  passerait 
presque  parallelement  a  I'axe  des  abscisses;  aussi  cette  partie  en  est  tracee 
sous  forme  d'une  ligne  ponctuee.  L'accroissement  est  le  plus  fort  pendant 
les  premieres  15  minutes,  beaucoup  moins  fort  pendant  les  15  minutes 
suivantes,  allant  toujours  en  decroissant.  On  pent  trouver  I'explication 
de  ce  fait,  partie  en  ce  que  les  substances  fermentescibles  se  consu- 
ment  peu  a  peu,  ce  qui  affaiblit  la  concentration,  partie  dans  I'influence 
retardatrice  des  produits  de  dedoublement  entasses. 

En  partant  de  la  supposition  qu'au  moyen  de  precipitants  differents 
on  pourra  diviser,  par  groupes,  les  malieres  albuminoides  proprement 
dites  et  leurs  produits  de  dedoublement^  par  exemple,  d'apres  la  m^thode 
de  H.  Schjerning,  j'en  ai  mis  en  jeu  un  certain  nombre,  variant  mes 
essais  de  diverses  manieres,  les  continuant  aussi  pendant  un  temps 
plus  ou  moins  long.  II  est  tres  interessant  de  constater  jusqu'a  quel 
point  le  rapport  entre  les  divers  produits  de  dedoublement  reste  in- 
alt^re  ou  varie  pendant  des  temps  d'essai  ou  on  est  a  meme  de  main- 
tenir  a  peu  pres  constantes  les  autres  conditions.  J'ai  obtenu  des  re- 
sultats  interessants,  sous  ce  rapport,  par  les  essais  suivants: 

VP  Serie  (Essais  nos.  1 7 1 1  — 1776).  Ignorant  encore  que  les  actions 
diverses  avaient  des  temperatures  optimae  diverses,  j'ai  fait  ces  essais  a 
la  temperature  de  47^.  L'extrait  de  malt  est  prepare  de  3  parties  de 
malt  et  de  4  parties  d'eau.  II  contient,  par  10^%  18°^g.84  d'azote. 
lO^c  de  la  solution  de  proteine  contenant  31™s.46  d'azote,  I'azote  total 
du  liquide  est  de  50"^s.30.  Pour  eviter  des  solutions  trop  etendues 
et  pour  economiser  les  precipitants,  on  se  sert  de  fioles  tarees  a  50  ^'^. 
Aux  essais  durant  24  et  48  heures  on  ajoute,  de  temps  en  temps,  du 
toluol.  Outre  le  chlorure  stanneux  et  I'acide  tannique  on  emploie, 
comme  precipitants,  du  sulfate  de  zinc  et  de  I'acetate  uranique.  De 
plus,  en  distillant  le  liquide  avec  de  la  magnesie  calcinee,  on  deter- 
mine directement  la  quantite  d'azote  present,  aux  temps  divers,  sous 
la  forme  d'ammoniaque.  ~  Avant  de  soumettre  les  resultats  de  ces 
essais,  je  ferai  quelques  observations  sur  le  mode  d'emploi  de  ces  pre- 
cipitants et  sur  le  dosage  de  I'ammoniaque. 

On  a  fait  la  precipitation  par  le  sulfate  de  zinc  d'apres  la  methode 
dont  se  sont  servis  A.  Bomer^)  et,  apres  lui,  E.  Zunz^),  et  d'autres. 

^)  A.  Bomer,  Zeitschr.  fiir  anal.  Ghemie  (Fresenius)  XXXIV,  562  (1895). 
«)  E.  Zunz,  Zeitschr.  fiir  physiol.  Ghemie  XXVII,  219  (1899). 
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Avant  d'additionner  le  sulfate  de  zinc,  on  rend  faiblement  acide  le  li- 
quide  en  ajoutant  1 '^^  d'acide  sulfurique  etendu  (1  partie  d'acide  sul- 
furique  concentre  et  4  parties  d'eau)  pour  empecher  la  precipitation  de 
phosphate  de  zinc.  On  ajoute  un  peu  plus  que  la  quantite  necessaire 
a  la  saturation  du  liquide  de  sulfate  de  zinc  en  poudre  (environ  27  s^). 
On  agite  les  fioles,  qu'on  remplit  jusqu'au  trait  par  une  solution  saturee 
du  sel.  II  faut  avoir  soin  d'en  ajouter  assez  pour  qu'au  bout  de 
24  heures  il  en  reste  encore  un  petit  peu  d'indissous.  On  dissout  fa- 
cilement,  avant  la  filtration,  ce  restant  en  chauffant  legerement  la  fiole. 
L'evaporation  du  filtrat  (avant  I'addition  d'acide  sulfurique  concentre)  se 
fait  dans  une  etuve  a  105^,  au  courant  de  la  nuit. 

On  precipite  par  1 'acetate  uranique  d'apres  H.  Schjerning^) 
■en  se  servant  d'une  solution  saturee,  a  7  p.  c.  environ,  de  ce  compose ; 
on  remplit  jusqu'au  trait  de  la  fiole  en  ajoutant  environ  30 '^^.  Apres 
chauffage  au  bain-marie  bouillant  pendant  10  minutes,  le  precipite  se 
fait  a  souhait.  On  place  les  fioles  dans  un  endroit  oil  elles  soient 
protegees  contre  la  lumiere  jusqu'a  la  filtration. 

On  interrompt  les  essais  pour  le  dosage  d'ammoniaque  en  por- 
tant  les  fioles,  pendant  5  a  10  minutes,  au  bain-marie  en  ebullition,  arretant 
ainsi  Taction  des  enzymes.  Puis,  pour  tuer  et  pour  exclure  les  bacteries, 
on  ajoute  une  forte  quantite  de  toluol.  Plus  tard,  on  chasse  celui-ci  en 
faisant  bouilhr,  apres  I'addition  d'un  peu  d'acide  sulfurique  etendu, 
au  bain-marie  (Toperation  procede  assez  lentement  a  cause  du  point 
d'ebullition  eleve  du  toluol),  pour  prevenir  la  formation  de  mousse  pen- 
dant la  distillation.  On  emploie  2^^"  de  magnesie  calcinee  a  la  distilla- 
tion de  chaque  fiole.  Le  dosage  d'ammoniaque  se  fait  comme  a  I'or- 
dinaire. 

Les  resultats  de  ces  essais  sont  groupes  au  tableau  suivant.  Les 
chiffres  de  la  premiere  colonne  de  chaque  precipitant  indiquent,  en 
milligrammes,  la  quantite  d'azote  imprecipitable  par  ce  precipitant.  Geux 
de  la  deuxieme  colonne  indiquent  la  quantite  d'azote  dedouble  par 
heure  des  temps  d'essai  successifs.  Enfin,  ceux  au-dessous  de  „ Ma- 
gnesie" indiquent  la  quantite  d'azote  present  sous  forme  d'ammoniaque 
et  change  en  ammoniaque  par  heure. 

Ces  resultats  sont  aussi  montres  graphiquement  a  la  PI.  V.  La 
■courbe  de  chlorure  stanneux  fait  preuve  du  meme  accroissement 
rapide  que  la  courbe  correspondante  de  la  serie  V.  Au  courant  de  la 
premiere  heure,  la  plupart  de  I'azote  dedoublable  est  dedoublee;  au  bout 
de  trois  heures,  ceci  est  le  cas  pour,  a  peu  pres,  tout  I'azote  dedou- 
blable,   c'est   a  dire  presque   tout  I'azote-proteine  en  presence.     II  y  a, 


1)  H.  Schjerning:  Zeitschr.  f.  anal.  Chemie  XXXVII,  413  (1898). 
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Vie  Serie.    47^    Azote  total:  50^^.30. 
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— 
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43.76 

0.04 

30.04 
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— 

— 
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0.92 

31.52 
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1.24 
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45.16 

0.16 
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0.87 

31.16 

1.37 

32.20 

1.07 

— 

— 

—        -  12       - 

45.28 

0.04 

37.96 

1.28 

34.96 

1.27 

33.92 

0.57 
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0.17 

-        -  24      - 

45.76 

0.04 

40.44 

0.21 

38.04 

0.26 

— 

— 

4.76 

0.02 

-        -  48      — 

45.32 

-^-0.02 

43.88 

0.15 

41.08 

0.13 

38.28 

0.12 

5.20 

0.02 

cependant,  une  faible  croissance  continue  de  3  a  9  heures  comprenant, 
en  tout,  environ  2^^  d'azote.  De  9  a  48  heures,  au  contraire,  la 
courbe  passe  absolument  parallelement  a  I'axe  des  abscisses.  On  pent, 
sans  doute,  attribuer  les  petites  variations  aux  quantites  d'azote  qu'on  y 
trouve  aux  erreurs  experimentales.  —  En  constatant  que  i'action  ex- 
primee  par  la  courbe  de  chlorure  stanneux  s'acheve  si  vite,  il  faut  se 
rappeler  qu'on  opere  avec  une  concentration  relativement  faible  de 
proteine  (1  p.  c).  En  effet,  d'autres  essais  ont  demontre  que  I'aspect 
de  la  courbe  est  autre  si  on  se  sert  de  concentrations  plus  fortes  (v. 
p.  198).  Tandis  que  Taction  revelee  par  la  precipitation  par  le  chlo- 
rure stanneux  s'acheve  relativement  vite,  les  autres  courbes  de  preci- 
pitation montrent  que  la  proteolyse  continue  par  le  dedoublement  ulte- 
rieur  des  produits  premierement  dedoubles.  —  Je  n'entrerai  pas  ici  en 
detail  dans  le  cote  qualitatif  de  la  proteolyse.  Je  me  contenterai  de 
rappeler  que  le  sulfate  de  zinc  precipite,  outre  des  albumines  non  d6- 
doublees,  les  albumoses;  que  I'acide  tannique,  dans  ce  cas-ci,  precipite 
probablement  encore  la  plupart  des  vraies  peptones;  que,  d'apres 
Schjerning^),  I'acetate  uranique  precipite  tout  ce  qu'on  appelle  pep- 
tones et  les  derives  ulterieurs  en  ne  laissant  dans  la  solution  que  les 
bases  hexoniques,  les  amines,  les  amides  et  d'autres  produits  cristallins 


»)  Schjerning:  Zeitschr.  f.  anal.  Ghemie  XXX,  419  (1898). 
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de  dedoublement  plus  profonds.  On  voit  done  que  les  actions  qu'ex- 
priment  ces  courbes  se  continuent  bien  au-dela  des  9  heures,  et  jus- 
qu'a  12  heures,  avec  une  intensite  assez  grande.  De  la,  il  y  a  un  ac- 
croissement  plus  lent,  mais  toujours  notable,  jusqu'a  48  heures  et,  pro- 
bablement,  au-dela  encore.  Apres  les  48  heures,  la  courbe  de  sulfate  de 
zinc  est  sur  le  point  de  couper  la  courbe  de  chlorure  stanneux,  ce  qui 
revient  a  dire  qu'a  peu  pres  toutes  les  albumoses  formees  d'abord  se 
sont  ulterieurement  dedoublees.  La  distance  entre  la  courbe  de  sul- 
fate de  zinc  et  celle  d'acide  tannique  est  restee  presque  constante 
entre  2  et  48  heures,  ce  qui  semble  indiquer  que  les  substances  mar- 
quees par  cette  distance  sont  ulterieurement  decomposees  presqu'aussi- 
tot  formees,  n'etant  qu"un  point  de  passage  des  albumoses  a  d'autres 
composes.  La  courbe  d'acetate  uranique  qui,  pendant  les  3  premieres 
heures,  passe  tres  pres  de  celle  du  sulfate  de  zinc,  s'incline,  au  bout 
de  ce  temps,  en  descendant,  et  vient  couper  la  courbe  d'acide  tannique; 
mais,  au  bout  de  12  heures,  elle  passe  de  nouveau  presque  parallele- 
ment  aux  autres  courbes  avec  un  accroissement  continu  jusqu'a  48 
heures.  Au  bout  de  ce  temps,  la  partie  de  beaucoup  la  plus  grande 
(75.1  p.  c.)  de  I'azote  total  se  trouve  dans  des  composes  plus  simples 
que  les  peptones  (c.-a-d.  imprecipitables  par  I'acetate  uranique),  tandis 
qu'au  commencement  de  I'essai  il  n'y  avait  que  19.1  p.  c.  de  ces  ma- 
tieres  (c.-a-d.  57  p.  c.  en  ont  ete  dedoubles).  La  courbe  indiquant 
I'azote  distille  directement  par  la  magnesie  nous  dit  encore  que  la 
prot^olyse  est  avancee  jusqu'a  la  formation  d'ammoniaque ,  dont  il 
s'est  forme  des  quantites  assez  considerables. 

En  resume,  on  voit  que  le  tableau  qui  se  dessine  des  differentes 
phases  de  la  proteolyse,  si  on  recourt  a  I'emploi  de  precipitants  divers, 
varie  beaucoup  avec  le  temps  d'essai:  celui-ci  est  un  agent  ayant  une 
influence  decisive  sur  les  resultats  auxquels  on  arrive  en  faisant  varier 
un  facteur  pendant  des  temps  d'essai  varies. 

5.    Dependance   du  temps  a  des  temperatures  di£ferentes. 

II  est  naturel  de  supposer,  a  priori,  qu'a  une  temperature  au- 
dessous  de  I'optimum  une  enzyme  pourra  produire  essentiellement  le 
meme  effet  qu'a  ce  point-la,  si  on  lui  laisse  un  temps  d'agir  assez  long. 
Mais  si  on  la  fait  -agir  a  des  temperatures  au-dessus  de  I'optimum,  il 
arrivera  peut-etre  que,  tout  long  que  soit  le  temps  d'essai,  il  ne  pourra 
remedier  au  manque  d'une  temperature  favorable.  En  effet,  il  se  peut 
que  la  temperature  elev6e  ait  pour  effet,  non  pas  de  retarder  Paction 
diastasique,  mais  d'affaiblir  I'activite  de  I'enzyme  meme,  la  rendant 
inerte  peu  a  peu,  ou  meme  la  d^composant  completement.  Ainsi 
done  la  difference  entre  les  actions  exereees  sur  I'enzyme  par  les  tem- 
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peratures  au-dessous  et  au-dessus  de  roptimum  sera  tant  qualitative 
que  quantitative. 

Les  essais  suivants  nous  renseigneront  peut-etre  sur  la  question 
de  savoir  jusqu'a  quel  point  ces  suppositions  tiennent  bon  dans  noire  cas. 

Essais  nos.  1869—1916.  En  lO^^S  I'extrait  de  malt  contient 
\S^s30  d'azote,  la  solution  de  proteine  en  contient  30°^s.60.  II  y  a 
done  48™s.80  d'azote  total.  Les  essais  sont  groupes  en  cinq  series 
aux  temperatures  respectives  de  20 ^  35  ^  50 ^  (47<^— 50^),  60  ^  65  ^ 
Le  temps  d'essai  varie  au-dedans  de  chaque  serie.  Pour  chaque  serie 
on  emploie  42 '^^  de  la  solution  de  proteine  et  43^^  d'extrait  de  malt. 
Avant  de  les  melanger  (done  au  commencement  de  I'essai),  on  les 
chauffe  a  la  temperature  d'essai.  Apres  les  avoir  melanges  dans  des 
fioles  de  100  <^^.  on  les  secoue  vigoureusement.  Puis  on  les  met  dans 
des  bains-marie,  ou  on  les  laisse  aux  temperatures  voulues. 

I^re  Serie.     20^. 


Precipitation  par  le 

Precipitation  par 

chlorure  stanneux 

I'acide  tannique 

Az 

Az 

Az 

Az 

du  filtrat 

d6doubl6 

du  filtrat 

d6double 

mg 

mg 

mg 

mg 

Au  bout  de  0  heure  . . 

17.12 

0.00 

10.00 

0.00 

— 

V2       -       .. 

19.20 

2.08 

10.52 

0.52 

— 

1           —      .. 

22.56 

544 

(11.00) 

(1.00) 

— 

2  heures  . 

25.44 

8.32 

11.48 

1.48 

— 

4      —      . 

33.00 

15.88 

12.68 

2.68 

II«  Serie.    35<>. 


III«  Serie.    50^^) 


Precipit. 

Precipit. 

Precipit. 

Precipit. 

par  le  chlo- 

par I'acide 

par  le  chlo- 

par I'acide 

rure  stann. 

tannique 

rure  stann. 

tannique 

Az  du 

Az  de- 

Az  du 

Az  d6- 

Az  du 

Az  d6- 

Az  du  Az  d6- 

filtrat 

double 

filtrat 

doubl6 

filtrat 

double 

filtrat   double 

Au  bout  de 

mg 

mg 

mg 

mg 

Au  bout  de 

mg 

mg 

mg 

mg 

0  heure 

17.12 

0.00 

10.00 

0.00 

0  heure 

17.12 

0.00 

10.00 

0.00 

V2      - 

24.64 

7.52 

11.56 

1.56 

V2       - 

31.68 

14.56 

12.40 

2.40 

1       - 

31.92 

14.80 

13.08 

3.08 

1           - 

37.68 

20.56 

14.40 

4.40 

2  heures 

37.20 

20.08 

15.64 

5.64 

2  heures 

39.84 

22.72 

17.20 

7.20 

4      — 

39.44    22.32 

18.36 

8.36 

4      - 

41.04 

23.92 

20.40 

10.40 

*  La  temperature  varie,  dans  cette  serie,  entre  47''  et  50 
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IV«  Serie.    60^ 


ye  Serie.    65^. 


Precipit. 
par  le  chlo- 
rure  stann. 

Precipit. 

par  Tacide 

tannique 

Precipit. 
par  le  chlo- 
rure  stann. 

Precipit. 

par  I'acide 

tannique 

Az  du 
filtrat 

Az  de- 
doubl6 

Az  du 
filtrat 

Az  d6- 

doubI§ 

Az  du 

filtrat 

Az  d6- 
doubl6 

Az  du 
filtrat 

Az  d6- 
double 

Au  bout  de 

mg 

mg 

mg 

mg 

Au  bout  de 

mg 

mg 

mg 

mg 

0  heure 

17.12 

0.00 

10.00 

0.00 

0  heure 

17.12 

0.00 

10.00 

0.00 

V2      - 

23.20 

6.08 

11.92 

1.92 

V2      - 

22.72 

5.60 

10.80 

0.80 

1      — 

(34.80)1 

17.68 

12.96 

2.96 

1       — 

24.00 

6.88 

11.28 

1.28 

2  heures 

35.12 

18.00 

14.08 

4.08 

2  heures 

25.28 

8.16 

11.28 

1.28 

4      — 

37.04 

19.92 

15.12 

5.12 

4      - 

25.76 

8.64 

11.44 

1.44 

A  divers  temps,  au  bout  de  V2,  1,  2,  4  heures,  on  tire,  apres 
avoir  secoue,  de  chaque  fiole  2  X  lO^'^  pour  precipiter  par  le  chlorure 
stanneux  et  par  I'acide  tannique.  Ainsi  on  n'emploie,  pour  les  preci- 
pitations, que  la  moitie  de  liquide  de  ce  qu'on  emploie  aux  autres  es- 
sais.  Comme  les  dosages  de  I'azote  sont  fails  a  la  moitie  des  filtrats, 
les  chiffres  trouves  sont  multiplies  par  4  et  non  pas  par  2,  comme 
c'est  le  cas  ailleurs.     Les   resultats  se  voient  des  tableaux  ci-dessus. 

On  a  aussi  montre  ces  resultats  aux  planches  VI  et  VII  au  moyen 
de  courbes  en  prenant  pour  abscisses  le  temps  et  la  temperature,  et  pour 
ordonnees  ^I'Az  du  filtrat".  On  a  choisi  ces  chiffres-la  plutot  que  ceux 
qui  indiquent  la  quantite  d'azote  qui  se  soustrait  a  la  precipitation  par 
les  deux  precipitants  pendant  les  temps  d'essais,  afin  de  rendre  clair  le 
rapport  de  ces  deux  courbes  de  precipitation.  Comme  points  de  de- 
part du  mesurage  des  deux  courbes  de  17.12  et  de  10.00  on  a  trace, 
sur  les  planches,  une  ligne  ponctuee  parallele  a  I'axe  des  abscisses  et 
qui  indique  la  quantite  d'azote  des  essais  passifs  qui,  des  le  commence- 
ment, se  soustrait  a  la  precipitation  par  le  chlorure  stanneux  et  par 
I'acide  tannique. 

Si,  pour  commencer,  on  regarde  la  PI.  VI,  celle-ci  semble  par- 
faitement  confirmer  la  supposition  precongue:  les  courbes  de  20^  et  de 
35^  montrent  un  accroissement  continu  avec  le  temps.  Si  on  avait 
continue  les  essais  assez  longtemps,  elles  auraient  atteint  (a  I'exception, 
peut-etre,    de   la    courbe    de   I'acide   tannique   de   20^)  la   hauteur  des 


1)  Ge  chiffre,  evidemment,  est  trop  eleve.  J'ai  aussi  note  dans  mon  journal: 
„La  temperature  du  bain-marie  de  60"  n'est  pas  restee  constante  tout  le 
temps.  De  0  a  V2  heure,  elle  n'a  ete  que  de  58°— 59°;  entre  Va  et  1 
heure,  elle  a  m6me,  pendant  un  petit  temps,  descendu  a  54°.  Cette  cir- 
constance  aura,  sans  doute,  influe,  dans  le  meme  sens,  les  autres  chiffres 
de  cette  serie. 
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courbes  de  50^.  G'est  surtout  I'accroissement  de  la  courbe  de  chlo- 
rure  stanneux  de  20^  qui  est  caracteristique :  ici  Paction  est,  a  tres 
peu  pr^s,  proportionelle  au  temps.  II  est  interessant  de  comparer  les 
courbes  de  chlorure  stanneux  de  35^  et  de  50^:  elles  marchent  de 
front  de  telle  fa^on  que  la  premiere ,  au  bout  d'un  temps  d'essai 
double,  a  atteint  tout  juste  la  hauteur  de  la  seconde.  Les  deux  cour- 
bes de  60^  sont,  evidemment,  un  peu  trop  elevees  (v.  la  note  2  de 
la  p.  194);  ceci  est  le  cas,  surtout,  pour  la  courbe  de  chlorure  stan- 
neux de  1  heure.  Gependant  elles  sont,  toutes  les  deux,  plus  basses 
que  les  courbes  de  35^,  ayant  une  tendance  prononcee  a  alter  paral- 
lelement  a  Taxe  des  abscisses  au  bout  de  2  heures,  tandis  que  Paction 
de  la  premiere  demi-heure  est  la  meme,  a  peu  pres,  qu'a  35^.  Les 
courbes  de  65^  sont  particulierement  interessantes.  Pendant  la  premiere 
demi-heure  la  difference  entre  celles-ci  et  les  courbes  de  chlorure  stan- 
neux de  35^  et  de  60^  correspondantes  est  presque  nulle,  mais  pen- 
dant la  demi-heure  suivante,  I'accroissement  de  la  courbe  de  65^  est 
minime,  etant  plus  faible  encore  de  1  —  2  heures;  de  2  —  4  heures  elle 
va,  pour  ainsi  dire,  parallelement  a  Paxe  des  abscisses :  pendant  ce  temps 
toute  action  a  cesse.  La  courbe  d'acide  tannique  atteint  ce  point  deja 
au  bout  de  1  heure,  tandis  que  la  courbe  de  chlorure  stanneux  con- 
tinue a  monter  un  peu  de  1 — 2  heures.  Par  consequent.  Paction  re- 
vel6e  par  la  precipitation  par  I'acide  tannique  (Paction  trypsique)  est 
encore  plus  sensible  a  la  temperature  elevee  que  Paction  pepsique:  en 
d"autres  mots:  la  tryptase  est  completement  decomposee  a  65^  au  bout 
d'une  heure,  tandis  que  la  peptase  n'est  pas  encore  completement  de- 
composee au  bout  de  2  heures. 

Les  courbes  de  la  PI.  VII  mettent  en  evidence  les  memes  resul- 
tats  d'une  autre  maniere,  faisant  voir  plus  facilement  combien  est  avan- 
cee  la  proteolyse  a  des  temperatures  diverses,  au  bout  de  temps  divers. 
Aussi  n'entrerai-je  pas  plus  avant  dans  des  explications  detaillees. 

II  serait  interessant  d' examiner  si  un  extrait  de  malt,  chauffe  pen- 
dant 1  —  2  heures  a  65^,  a  perdu  pour  toujours  son  pouvoir  fermen- 
tatif,  ou  s'il  n'est  que  paralyse  pouvant  redevenir  actif  a  des  tem- 
peratures plus  basses.  Je  n'ai  pas  fait  d 'experiences  directes  a  ce 
sujet.  Mais  Kjeldahl^)  a  examine  la  question  par  rapport  a  la  dias- 
tase. II  a  trouve  que  le  pouvoir  diastasique  d'un  extrait  de  malt  qui 
a  ete  expose  une  fois  a  une  temperature  au-dela  de  Poptimum,  est 
tellement  affaibli  que  soumis,  plus  tard,  a  des  temperatures  plus  favo- 
,  rabies,  il  n'est  pas  regenerable,  Paffaiblissement  etant  d'autant  plus 
I  grand  que  Pextrait   de  malt  a  et6   expose    plus   longtemps  a  la  tempe- 


1)  J.  Kjeldahl:  Ges  Gomptes-rendus,  I  121  (1879). 
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rature  elevee.  11  est  probable  qu'il  en  est  de  meme  pour  les  enzymes 
proteolytiques  de  I'extrait  de  malt.  On  y  aura  un  parallele  complet 
de  ce  qui  se  passe  chez  les  cellules  vivantes  telles  que  les  bacteries:  il 
y  a  une  temperature  maxima  a  laquelle  on  ne  pent  pas  les  chauffer 
sans  les  tuer,  de  meme  qu'elles  sont  tuees  aussi  si  on  les  soumet  a 
Taction  plus  ou  moins  prolongee  de  temperatures,  au-dessous  de  celle-la, 
mais  au-dessus  de  leur  optimum^). 

6.   Dependance  du  temps  a  des  quantites  de  ferment  differentes. 

De  meme  que  les  courbes  de  temps  varient  d'apres  les  tempera- 
tures et  que  les  courbes  de  temperature  dependent  du  temps,  de  meme 
les  courbes  de  temps  varient  d'apres  les  quantites  de  ferment,  et  vice 
versa.  Or,  il  s'agit  de  savoir  s'il  faut  une  quantite  determinee  d'en- 
zyme  pour  conduire,  independamment  du  temps,  une  reaction  a  un  point 
determine:  ainsi,  la  transformation  complete  de  la  proteine  demande-t-elle 
une  quantite  determinee  d'un  ferment  proteolytique,  ou  bien  une  quantite 
quelconque  de  ferment,  toute  petite  qu'elle  soit,  conduit-elle  la  trans- 
formation aussi  loin  qu'une  quantite  plus  grande,  pourvu  que  celle-la 
agisse  pendant  un  temps  d'autant  plus  6tendu?  D'autre  part,  la  reac- 
tion ne  depasse-t-elle  jamais  un  point  determine  meme  en  augmentant,. 
sans  restriction,  la  quantite  de  ferment?  Pour  eclaircir  Taction  des  en- 
zymes proteolytiques  sous  ce  rapport,  j'ai  fait  les  essais  que  voici: 

Essais  nos.  1917 — 1945.  Le  chlorure  stanneux  seul  servant  de 
precipitant  les  resultats  ne  portent  que  sur  la  peptase.  Temperature 
510_520  En  jq^^,  Textrait  de  malt  contient  18^s.54  d'azote,  la  so- 
lution de  proteine,  a  2  p.  c,  31"^&.74  d'azote:  12°^M2  et  l°^g.64  d'a- 
zote respectivement  sont  imprecipitables  au  chlorure  stanneux.  La 
quantite  d'extrait  de  malt  varie  allant  de  0<=«,  2*=^,  4<^'=,  6^<^,  8'^«  a  10^^ 
Le  volume  du  liquide  a  essayer  est  toujours  de  20  ^'^;  si  le  volume 
de  Textrait  de  malt  est  au-dessous  de  10^^,  on  ajoute  de  Teau  pour 
arriver  a  ce  volume.  L'azote  total  varie  avec  Textrait  de  malt  (v.  le 
tableau).  Les  essais  sont  fails  en  3  series  durant  1.  2,  3  heures.  En 
voici  les  resultats: 

Les  chiffres  de  Tazote  dedouble  (en  milligrammes)  sont  inscrits 
sur  la  PI.  VIII  a  Qi  h  comme  ordonnees  ayant  pour  abscisses  Textrait 
de  malt  (en  centimetres  cubes)  et  le  temps  (en  heures).  On  a  ainsi 
la  mesure  directe  de  Taction  de  la  meme  quantite  d'extrait  de  malt 
(autrement  d'enzyme)  pendant  les  temps  differents,  ou  bien  celle  de 
Textension  de  la  prot^olyse  en  employant,  pendant  le  meme  temps, 
des  quantites  differentes  d'extrait  de  malt. 


^)  V.  Schmidt  und  Wei s:  Die  Bakterien,  Jena  1902,  p.  152  ss. 
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Az  des  liquides  filtres 

Az  dedouble 

31  "^^.74  d'Az-proteine 

Az 

total 

1       1 
§  a 

3  3 

3   th 

3    3 
0    <u 

3     3 

-3     3 

3  ■rt 

au  bout  de 
2  he  u  res 

0  <i> 

.a  Si 

mg 

mg 

mg 

mg 

mg 

mg 

mg 

mg 

QCC 

i'extrait  de  malt  a  O^^^.OO  d'Az 

31.74 

1.64 

1.64 

1.64 

1.64 

0.00 

0.00 

0.00 

gcc 

-          —        3"^^.71     - 

j  35.45 

4.12 

9,32 

10.84 

12.00 

5.20 

6.72 

7.88 

4CC 

_           _         7"'S4o    — 

39.14 

6.60 

18.96 

22.04 

24.16 

12.36 

15.44 

17.56 

gcc 

-           -       11^^.10    - 

41.84 

9.08 

27.68 

32.56 

34.36 

18.60 

23.48 

25.28 

gcc 

-          -       14°^g.80    - 

46.54 

11.56 

35.44 

38.84 

39.68 

23.88 

27.28 

28.12 

10" 

—          -       IS'^^M    — 

50.28 

14.06 

42.08 

43.28 

43.32 

28.02 

29.22 

29.26 

Si  on  examine  la  PI.  VIII  a  on  trouvera  que  les  actions,  pendant 
la  premiere  heure,  sont  presque  proportionnelles  aux  quantites  d'enzyme 
aussi  loin  qu'a  10^<^;  mais  pendant  la  deuxieme  heure,  la  proportion- 
nalite  ne  se  maintient  que  jusqu'a  6^^;  il  en  est  de  meme,  a  pen  pres, 
pendant  la  troisieme  heure.  Avec  lO*^*^  le  maximum  d'action  s'atteint 
au  bout  de  la  premiere  heure,  a  peu  pres.  L'action  ne  va  pas  plus 
loin  en  3  qu'en  2  heures,  vu  qu'il  n'y  a  plus  de  proteine  a  dedoubler. 
Avec  8*^*^  d'extrait  de  malt,  la  quantite  d'azote  dedoublee  en  3  heures 
est  tout  juste  egale  a  celle  qui,  avec  10",  est  dedoublee  en  1  heure. 
—  La  PL  VIII  h  fait  voir  que  Taction  de  n'importe  quelle  quantity 
d'enzyme  est  beaucoup  plus  forte  pendant  la  premiere  que  pendant  la 
deuxieme  et  la  troisieme  heure  et  que,  pour  les  petites  quantites  d'en- 
zyme (2^^  et  4^^),  ce  fait  ne  s^explique  pas  par  le  manque  de  matieres 
fermentescibles.  Ge  n'est  qu'avec  10^^  et  8^^  que  la  reaction  pent  etre 
consideree  comme  terminee  au  courant  des  trois  heures  (avec  10*^^  deja 
au  bout  de  2  heures).  Avec  6-^<^,  iJ  ne  reste  qu'un  petit  peu  pour  que  la 
reaction  se  termine.  Avec  4^^,  elle  pourrait  pent -etre  se  terminer  au 
courant  de  4  —  5  heures.  Avec  2<=^,  il  lui  faudrait  un  temps  beaucoup 
plus  long,  si  tant  est  qu'elle  arrive  jamais  a  son  terme. 

Si,  au  moyen  de  ces  resultats,  on  cherche  a  repondre  aux  ques- 
tions posees  a  la  page  196,  il  faudra  regretter  tout  d'abord  que  les  temps 
n'aient  pas  ete  plus  etendus.  On  voit,  sans  doute,  qu'au-dedans  d'un 
temps  donne  une  quantite  de  ferment  plus  grande  (10^^)  ne  mene  pas 
le  d^doublement  plus  loin  qu'une  quantite  moins  grande  {%^'^).  Les  es- 
sais,  cependant,  ne  repondent  pas  directement  a  la  question  de  savoir 
si  les  petites  quantites  de  ferment  (2  ^^  et  4  ^^)  auraient  pu  mener  la 
reaction  au  meme  point.  Si  j'avais  opere  avec  une  concentration  de 
proteine  plus  forte  (comp.  les  essais  p.  199)  mes  courbes  auraient  eu,  sans 
doute,  la  meme  forme,  essentiellement,  qu'elles  ont  maintenant,  montant, 
.cependant,  un  peu  plus  haut  pour  les  quantites  d'enzyme  plus  grandes. 

14 
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Elles  auraient,  probablement,  fait  le  parcours ,  a  peu  pres,  que  font 
les  courbes  qu'a  trouvees  Kjeldahl  pour  les  actions  de  quantites  de 
diastase  differentes  pendant  des  temps  differents.  Seulement,  elles  n'au- 
raient  pas  une  tendance  aussi  prononcee  a  courir  parallelement  a  I'axe 
des  abscisses  au-dedans  des  temps  employes,  quoique  mes  essais  s'etendent 
sur  un  temps  plus  de  trois  fois  aussi  long  que  celui  de  Kjeldahl^) 
(comp.,  par  exemple,  les  essais  plus  bas  (p.  199)  sur  Taction  de  10^^ 
d'extrait  de  malt  sur  une  solution  de  proteine  a  5  p.  c.  pendant  48 
heures  et  au-dessous). 


7.    Dependanee  du  temps  a  des  concentrations  de  proteine 

diflferentes. 

Pendant  plusieurs  des  essais  nomm^s ,  entre  autres  pendant  ceux 
auxquels  on  examine  Tinfluence  du  temps  sur  la  proteolyse  au  moyen 
de  precipitants  (VI®  Serie,  essais  1711  —  1776,  v.  p.  189),  on  est  arrive 
assez  vite  ou,  en  tout  cas,  au  bout  de  quelques  heures,  a  Taction 
maxima  de  la  phase  de  la  proteolyse  (formation  d'albumoses,  action  de 
la  peptase)  qui  pent  etre  determinee  par  la  precipitation  par  le  chlo- 
rure  stanneux.  II  ne  reste  qu'un  tout  petit  peu  d'azote  non  attaque, 
qui  peut  provenir  tout  entier  du  contenu  de  matieres  albuminoVdes  de 
Textrait  de  malt  meme,  tandis  que  toute  la  proteine,  ou  a  peu  pres, 
est  dedoublee.  Alors  se  pose  la  question  si,  en  operant  avec  des 
concentrations  de  proteine  plus  fortes,  on  pourrait  conduire  la  reaction 
proportionnellement  aussi  loin,  ou  si  elle  s'arreterait  a  un  point  deter- 
mine, ind6pendamment  de  la  proteine  restee  au  liquide  d'essai;  ou 
encore  si,  pour  un  temps  determine,  une  certaine  quantite  d'extrait  de 
malt  (d'enzyme)  ne  pourrait  dedoubler,  avant  que  la  reaction  eut 
atteint  son  maximum,  qu'une  quantite  determinee  de  matieres  albu- 
minoVdes, ou  enfm  si  son  pouvoir  fermentatif  etait  proportionnel  a  la 
quantite  de  matieres  fermentescibles  presentes  au  commencement  de 
Tessai.  Enfm,  il  importe  de  connaitre  le  pouvoir  fermentatif  maximum 
d'un  extrait  de  malt. 

J'ai  done  fait  une  serie  d'essais  aux  conditions  identiques,  autant 
que  possible,  a  celles  des  essais  nos.  1711  —  1776  (v.  p.  189),  si  ce 
n'est  que  j'ai  opere  avec  des  concentrations  plus  fortes  (2^/?  et  5  p.  c.) 
de  proteine.  J'ai,  naturellement,  du  me  servir  d'un  autre  extrait  de 
malt.  Mais  contenant  la  meme  quantite  d'azote,  a  peu  pres,  i!  a  du 
posseder,  approximativement,  le  meme  pouvoir  fermentatif.  On  est 
done  en  droit  de  comparer  tous  ces  essais,    ainsi  qu'on  a  fait  dans  le 


^)  V.  ces  Gomptes-rendus  I,  145  (1879). 
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tableau  p.  199.  Pour  le  faire  bien  comprendre ,  void  quelques  ob- 
servations sur  le  mode  d'experimentation,  surtout  sur  les  precipitations 
et  les  dosages  d'azote  de  ces  essais  nouveaux. 

Essais  nos.  2261—2310.  On  prepare  deux  solutions  d'environ 
5  et  10  p.  c.  de  proteine  dans  de  I'acide  lactique  a  0.4  p.  c.  Apres  avoir 
ete  chauffees  au  bain-marie  pendant  peu  de  temps,  les  deux  solutions 
sont  parfaitement  claires.  En  melangeant  avec  des  volumes  egaux 
d'extraits  de  malt,  les  concentrations  de  proteine  seront  de  2^/2  et  de 
5  p.  c,  a  peu  pres.  Voir  le  tableau  pour  la  teneur  en  azote  des  solu- 
tions et  de  I'extrait  de  malt.  Pour  s'assurer  d'une  precipitation  com- 
plete et  pour  n'avoir  pas  des  quantites  d'azote  trop  grandes  a  manier, 
on  n'opere  qu'avec  5^*^  de  solution  de  proteine  +  5^^  d'extrait  de  malt. 
Le  melange  est  porte  dans  des  fioles  jaugees  de  50*^*^,  bouchees  de 
bouchons  de  liege  pendant  toute  la  duree  des  essais.  On  precipite  par  le 
chlorure  stanneux  et  par  I'acide  tannique.  On  emploie  30^^  du  chloruie 
de  la  force  ^)  ordinaire  +  10*^^  de  chlorure  de  calcium.  Du  tannin,  on  em- 
ploie 20^*^  qu'on  remplit  d'eau  (20*='^)  jusqu'au  trait.  Pour  doser  I'azote, 
on  emploie  aux  essais  de  controle  (auxquels  la  precipitation  se  fait  tout 
de  suite)  25^^  du  liquide  filtre,  mais  aux  essais  actifs,  contenant  de 
I'azote  dedouble,  10^^  seulement  du  liquide  filtre.  On  calcule  I'azote  trouv6 
pour  lO*^*^  de  solution  de  proteine  +  lO'^^  d'extrait  de  malt  en  multi- 
pliant  par  4  et  par  10.  —  La  temperature  est  de  50^.  On  ne  se  sert 
d'aucun  antiseptique ,  la  temperature  elevee  ainsi  que  I'acide  lactique 
entravant  le  developpement  de  bacteries.  En  effet,  au  bout  de  48 
heures  le  liquide  sent  tout  frais,  n'offrant  aucun  signe  d'infection. 

Pour  constater  incontestablement  que  ce  n'est  pas  une  action  sur 
la  proteine  (transformee  en  syntonines,  etc.)  de  I'acide  lactique,  mais 
bien  les  actions  d'enzyme  qui  causent  la  maniere  de  se  comporter 
changee  de  cette  substance  a  I'egard  des  precipitants ,  particulierement 
du  chlorure  stanneux,  on  a  fait  quelques  essais  temoins,  auxquels  S*^'^ 
de  chaque  solution  de  proteine  reste,  pendant  24  heures,  a  50^,  addi- 
tionnee  de  5<^*^  d'eau  au  lieu  d'extrait  de  malt.  Voici  les  resultats  de 
dosages  d'azote  faits  en  25^^^  des  liquides  filtres  (50<^^  en  tout)  prove- 
nant  de  la  precipitation  par  le  chlorure  stanneux: 


^)  Suivant  Schjerning  (Zeitschr.  f.  anal.  Chemie  XXXV,  287  et  XXXVI  651) 
1"^^  d'azote  demande,  pour  etre  precipite,  1*^*^  de  chlorure  stanneux. 
Dans  ce  cas,  30^*^  ne  suffiront  pas  dans  tous  mes  essais.  Mais  le  fait  est 
que  la  proteine  non  attaquee  est  precipitee  par  I'acide  chlorhydrique 
fort  de  la  solution  de  ce  chlorure  dans  lequel  la  proteine  est  insoluble. 
Cette  precipitation  se  fait  quantitativement  entre  certaines  limites. 
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Az  du  liquide  filtr^ 
ail  commencement  au  bout  de  24 

heures  a  50° 

2V2  p.  c.  de  solution  de  proteine     1  ™g.28  1  ™e.08 

5        —  —  —  2  "^8.20  1^6.76 

Les  r^sultats  montres  au  tableau  p.  199  etaient  pour  moi  une 
revelation  pleine  de  surprise;  ils  le  seront  peut-etre  aussi  pour  d'autres. 
En  effet,  si  on  considere  que  Porge  en  germination  contient  des  en- 
zymes douees  de  proprietes  proteolytiques  tellement  puissantes,  il  est 
presque  incomprehensible  qu'elles  aient  pu  si  longtemps  echapper  a 
Tattention  des  savants,  d'autant  plus  que  ce  grand  pouvoir  fermentatif 
appartient,  non  pas  seulement  a  Tenzyme  pepsique  mais  encore  a  I'enzyme 
trypsique.  Aux  essais  a  5  p.  c.  de  proteine  le  dedoublement  est  telle- 
ment intensif  qu'il  ne  le  cede  guere  a  la  fermentation  la  plus  vive 
changeant  le  sucre  en  alcool  et  en  acide  carbonique.  G'est  seulement 
parce  qu'elle  n'est  accompagnee  ni  de  degagement  de  gaz  ni  de  for- 
mation de  matieres  odorantes  que  la  proteolyse  ne  se  fait  pas  directe- 
ment  connaitre.  Ce  ne  sont  que  les  precipitations  suivies  de  dosages 
d'azote  aux  precipites  ou  aux  produits  filtres,  operations  qui  demandent 
quelques  jours  pour  s'accomplir,  qui  nous  apprennent  qu'en  general  il 
se  passe  quelque  chose. 

Si  on  examine  de  plus  pres  les  resultats  des  essais,  c'est  en  se 
rapportant  aux  representations  graphiques,  comme  aux  Pis.  IX  et  X, 
qu'on  en  a  le  plus  facilement  un  aper(2u.  Les  chiffres  du  tableau  per- 
mettent  la  construction  de  bien  des  systemes  de  courbes,  et  des  con- 
clusions nombreuses.  Je  me  bornerai  ici  a  attirer  I'attention  sur  ce 
que  nous  apprennent  les  planches.  Sur  la  premiere  (PI.  IX),  les  resul- 
tats se  trouvent  exprimes  d'apres  les  chiffres  directement  trouves :  les 
ordonnees  indiquent  la  quantite  d'azote,  exprimee  en  milligrammes,  qui 
se  soustrait  au  precipitant  au  bout  des  differents  temps,  marques  sur 
I'axe  des  abscisses;  les  lignes  droites  expriment  la  quantite  d'azote  to- 
tal des  differentes  concentrations.  Sur  la  seconde  planche  (PI.  X),  les 
ordonnees  indiquent  la  quantite,  pour  100,  d'azote  total  qui  est  de- 
doublee  au  bout  des  differents  temps. 

On  voit  done  que  la  quantite  d'enzyme,  tant  pepsique  que  tryp- 
sique, qui  se  trouve  en  10^^  d'extrait  de  malt,  est  a  meme  de  dedoubler, 
dans  les  limites  des  temps  employes,  beaucoup  plus  d'azote  que  celui 
qui  se  trouve  en  10^*^  d'une  solution  de  proteine  a  2  p.  c.  -f  lO'^'^ 
d'extrait  de  malt.  Si,  dans  ce  dernier  cas,  la  courbe  de  chlorure.stan- 
neux  passe,  apres  si  peu  de  temps,  parallelement  a  I'axe  des  abscisses, 
ce  n'est  que  parce  que  la  matiere  fermentescible  vient  a  manquer. 
Meme  a  la  premiere  heure,    la   formation    d'albumoses   va  en  croissant 
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avec  la  concentration  de  la  proteine  au-dela  de  2^/2  p.  c.  II  en  est  de 
meme  pour  Taction  donnant  naissance  a  des  corps  amides,  surtout  au 
bout  de  deux  heures,  malgre  le  grand  nombre  d'albumoses  qui 
existent  encore  dans  la  solution  a  1  p.  c.  Cependant  Taccroissement 
de  2^/2  p.  c.  a  5  p.  c.  etant  assez  faible,  il  est  probable  qu'une  con- 
centration interm^diaire  donnera  Taction  maxima.  Une  comparaison 
avec  des  essais  traites  plus  haut  (p.  185)  fait  supposer  que  cette  con- 
centration sera  d'environ  3  —  4  p.  c.  Au  bout  de  48  heures,  la  forma- 
tion d'albumoses  a  la  solution  de  proteine  a  2^/2  p.  c.  est  a  peu  pres 
aussi  avancee,  pour  cent  d'azote,  qu'a  la  solution  a  1  p.  c. ;  a  la  solu- 
tion a  5  p.  c.  elle  n'est  pas  loin  d'etre  arrivee  au  meme  point  ^).  Tout 
porte  a  croire  que  si  on  avait  prolonge  le  temps  des  essais,  les  trois 
courbes  de  chlorure  stanneux  de  la  PI.  X  se  seraient  coupees  les  unes 
les  autres.  —  Le  dedoublement  plus  profond,  Tactivite  trypsique, 
s'opere,  sans  doute,  avec  plus  de  lenteur  Tenzyme  actif  ayant  ici,  a  ce 
qu'il  faut  croire,  comme  materiaux  de  fermentation  les  albumoses  et 
les  peptones  formees  par  Tautre  enzyme^).  Mais  les  chiffres  et  les 
courbes  nous  montrent  bien  clairement  que  le  dedoublement  a  une 
extension  considerable  aussi  quantitativement.  Ainsi  on  voit  qu'au 
bout  de  48  heures  il  y  a  aux  trois  concentrations  41'"&.08,  64  "^^.0, 
83"^?.0  d'azote  ou  81  "^^.7,  65™g.3,  SO^^s.S  p.  c.  de  Tazote  total  qui 
sont  dedoubles  en  corps  imprecipitables  par  Tacide  tannique.  II  n'y  a 
pas  de  doute  qu'un  temps  d'essai  plus  etendu  n'eut  donne  des  chiffres 
plus  eleves,  puisque  toutes  les  courbes  continuent  de  monter  entre  24 
et  48  heures.  —  Dans  la  solution  de  proteine  a  5  p.  c.  la  courbe  de 
chlorure  stanneux  et  la  courbe  de  tannin  sont  presque  paralleles  pen- 
dant tout  le  temps  d'essai,  en  d'autres  mots  Tactivite  pepsique  et  la 
trypsique  se  sont  faites  avec  une  intensite  presque  egale,  ce  qui  semble 
indiquer  que  celle-ci  depend  de  celle-la. 

Rien  dans  les  essais  ne  porte  a  croire  que  Tentassement  des  pro- 
duits  de  fermentation  ait  retarde  sensiblement  Taction  des  enzymes. 
La  lenteur  successive  de  celle-ci  ne  s'explique  que  par  la  diminution 
de  la  matiere  fermentescible.  II  est  vrai  que  les  produits  formes  par 
Tenzyme  pepsique  (les  albumoses  et  les  peptones)  s'ecartent  peu  a  peu 
Tenzyme  trypsique  continuant  leur  dedoublement,  mais  bien  avant  que 
ce   dedoublement   se    manifeste    d'une   faqon  sensible  la  formation  d'al- 


^)  Geci  sauterait  aux  yeux  beaucoup  plus  si  on  dressait  la  courbe  du  de- 
doublement de  la  proteine  seule. 

')  Peut-etre  aussi  est-elle  a  meme  de  former  elle  meme  des  albumoses  et 
des  peptones  en  dedoublant  des  matieres  albuminoides  comme  le  fait, 
d'apres  ce  qu'on  pense,  la  trypsine  animale ;  a  moins  que  la  aussi  il  ne 
s'agisse  de  deux  enzymes. 
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bumoses,  aux  essais  a  1  p.  c.  de  proteine,  a  atteint  son  maximum,  au 
bout  de  3  —  6  heures,  tandis  que  tout  accroissement  ulterieur,  caus6 
par  r^cartement  de  quantites  de  plus  en  plus  grandes  des  albumoses, 
est  hors  de  question.  Lorsque,  comme  c'est  le  cas  pour  les  essais  a 
5  p.  c.  de  proteine,  les  materiaux  de  fermentation  se  presentent  en 
quantite  a  la  tryptase,  I'activite  de  celle-ci  ne  semble  pas  retardee  par 
I'entassement  des  produits  de  fermentation  qu'elle  forme  elle-meme. 

Si  on  compare  ces  essais  avec  ceux  traites  plus  haut,  a  la 
p.  197,  ceux,  surtout,  auxquels  on  se  sert  de  2*^^  d'extrait  de  malt,  il 
en  r^sulte  encore  que  la  concentration  de  proteine  joue  un  role  im- 
portant pour  I'etendue  du  dedoublement.  Les  2^^^  d'extrait  de  malt 
sont  loin,  dans  la  solution  de  proteine  alp.  c,  de  dedoubler  autant, 
relativement,  que  le  font  ici  les  lO*^*^  dans  la  solution  a  5  p.  c.  Aussi 
peut-on  etre  sur  que  2<=<^  auraient  dedouble  beaucoup  plus  dans  une 
solution  a  5  p.  c.  que  dans  une  solution  alp.  c,  pendant  le  meme 
temps. 

Enfm,  malgre  la  force  de  la  concentration  de  proteine  par  rapport 
a  la  quantite  de  ferment,  et  malgre  I'etendue  du  temps  (48  heures), 
il  parait  qu'on  n'a  pas  atteint  le  point  oii  10^^  d'extrait  de  malt  ne 
pourront  pas  dedoubler  plus  d'azote  pourvu  qu'on  y  donne  le  temps 
necessaire,  tandis  que  pour  100  de  proteine  totale  le  dedoublement 
pepsique  est  conduit  presqu'au  meme  point  pour  toutes  les  concentra- 
tions de  proteine,  au  bout  de  48  heures. 


8.    Dependanee  de  la  presence  de  matieres  etrangeres. 

On  sait  que,  pour  certaines  enzymes,  I'influence  sur  les  matieres 
qu'elles  sont  a  meme  de  dedoubler,  depend  de  la  presence  d'une 
certaine  troisieme  substance,  ou  qu'elle  en  est  sensiblement  augmentee. 
Ainsi  la  pepsine  demande  la  presence  d'un  acide;  la  presure  et  la 
pectase  exigent  celle  d'un  sel  de  chaux  ou  d'un  des  autres  metaux 
alcalino-terreux ;  la  trypsine  animale  agit  le  plus  vigoureusement  a  une 
reaction  faiblement  alcaline.  A  toutes  les  recherches  de  ferment  c'est 
une  question  tres  importante  de  savoir  si  Paction  chimique  depend 
d'une  telle  matiere  etrangere  et,  surtout,  de  connaitre  de  quelle  ma- 
niere  et  a  quel  degre  la  reaction  du  milieu  influe  sur  cette  action. 

Si,  comme  en  ce  cas-ci,  on  opere  avec  un  extrait  de  malt  qui, 
avec  les  enzymes,  contient  un  grand  nombre  d'autres  corps,  il  est 
tres  important  de  connaitre  I'influence  qui  s'exerce  mutuellement  entre 
les  enzymes  et  ces  corps.*  11  est  important  aussi  de  connaitre  I'in- 
fluence   reciproque  entre  les  enzymes  et  les  corps  (acides,  alcools  etc.) 
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qui  se  forment  souvent  ^spontan^ment"  pendant  d'autres  fermentations, 
par  Taction  de  microbes  sur  Textrait  de  malt.  En  suite,  il  est  d'un 
grand  interet  d'eclaircir  les  rapports  des  enzymes  aux  substances  que, 
dans  la  pratique,  oii  il  est  question  de  faction  diastasique  (par  ex- 
emple,  pendant  le  brassage),  on  ajoute  au  malt  (sucres,  principes  amers 
du  houblon,  etc.)-  H  est  encore  d'importance  de  connaitre  Tinfluence 
des  antiseptiques  le  plus  en  usage,  puisqu'en  etudiant  une  action  d'en- 
zyme  il  s'agit  toujours  d'exclure  Tintervention  perturbatrice  des  mi- 
crobes. Certaines  substances  (les  phosphates,  par  exemple)  produisant 
une  influence  specifique  sur  certaines  enzymes  il  est  naturel  de  les 
comprendre  aussi  dans  des  essais  d'orientation.  Enfin,  il  faut  con- 
siderer  la  possibilite  d'une  action  reciproque  d'enzymes  se  trouvant  au 
meme  extrait  (par  exemple,  elles  peuvent  se  detruire  les  unes  les 
autres).  II  se  presente  done  une  foule  de  questions  qui  demanderaient 
a  etre  examinees. 

Du  nombre  j'ai  choisi  quelques-unes  parmi  celles  qui  portent  le 
plus  sur  mon  sujet,  examinant,  provisoirement ,  Tinfluence  d'acides, 
de  bases,  de  Talcool,  de  quelques  antiseptiques.  Et  meme,  pour  la  plu- 
part  des  cas,  je  me  suis  borne  k  examiner  leur  influence  sur  Tenzyme 
trypsique,  m'etant  servi  le  plus  souvent,  comme  precipitant,  du  tannin 
auquel  j'ai  ajoute,  dans  quelques  cas,  le  chlorure  stanneux. 

Ge  qui  presente  le  plus  d'interet,  ce  serait  de  connaitre  la  marche 
de  la  proteolyse  dans  Tabsence  de  ces  matieres  ^)  ou ,  du  moins, 
d'acides  et  de  bases,  c'est  a  dire,  a  reaction  neutre  du  milieu.  Si  je 
n'ai  aucun  essai  direct  en  milieu  neutre  a  presenter  c'est  que  les 
matieres  albuminoi'des  avec  lesquelles  j'ai  opere,  etaient  insolubles  dans 
Teau,  et  que  je  n'ai  pas  examine  leur  solubilite  dans  les  solutions 
salines  neutres  (sel  de  cuisine).  Pour  les  essais  d'autodigestion  seuls, 
dont  j'ai  fait  une  serie  sans  additionnement  d'acide,  on  pourra  peut-etre 
parler  d'essais  faits  en  milieu  neutre;  mais  encore  est-ce  matiere  a 
discussion:  en  effet,  on  sait  qu'un  extrait  de  malt  reagit  acide  sur  nos 
indicateurs  ordinaires  (teinture  de  tournesol,  phenol-phtal^ine,  et  d'autres); 
ainsi  pour  la  neutralisation  de  10*=^  de  Textrait  que  j'ai  prepare  il 
faudra  1  <=<^.25 — 3«^0  de  solution  d'hydrate  de  sodium  normale  au  Vio- 
Mais  les  savants  qui  ont  particulierement  examine  cette  question  (Ad. 
Ott^),  Eug.  Prior ^),  et  d'autres)  ne  sont  pas  d'accord,  les  uns  attri- 


1 


^)  Naturellement,  il  n'y  a  pas  moyen  d'eviter  des  matieres  6trang6res,  tanl 
qu'on  n'aura  pas  produit  les  enzymes  a  Tetat  pur. 

2)  Ad.  Ott:     Zeitschr.  f.  d.  gesammte  Brauwesen  XX,  633—36  (1897). 

3)  Eug.  Prior:  Bayrisches  Brauer-Journal  VIII  nos.  31—36  (1898). 
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buant  Tacidit^  a  des  sels  acides,    surtout   a   des   phosphates   primaires, 
les  autres  a  des  acides  libres. 

Gependant,  les  essais  que  je  vais  decrire  donnent  des  indications 
qui  permettent  de  juger  de  I'influence  plus  ou  moins  favorable  qu'exerce 
sur  la  proteolyse  la  reaction  neutre.  En  effet,  Paction  a  toujours  ete 
extremement  faible  aux  concentrations  d'acide.  les  plus  faibles  que  j'aie 
pu  obtenir.  J'ose  done  emettre  la  supposition  qu'a  reaction  neutre 
du  liquide  ces  enzymes  n'ont  qu'une  action  tres  faible  sur 
les  mati^res  albuminoides  examinees  par  moi. 

Acides  et  bases. 

Parmi  les  acides,  j'ai  examine  les  deux  acides  organiques  les  plus 
repandus  dans  la  pratique  et  qui  peuvent  jouer  un  role  dans  la  fabri- 
cation de  la  biere:  Tacide  lactique  et  I'acide  acetique.  A  titre  de 
comparaison  j'ai  opere  aussi  avec  deux  acides  mineraux:  I'acide  chlor- 
hydrique  et  I'acide  sulfurique,  et  avec  deux  bases:  I'hydrate  et  le  car- 
bonate neutre  d'un  metal  alcalin.  A  part  I'acide  lactique,  j'ai,  dans 
mes  essais,  opere  avec  des  liqueurs  normales.  Mais  comme  les  ex- 
traits  de  malt  des  differentes  series  varient  entr'eux  et  qu'aux  essais 
des  bases  je  me  suis,  en  partie,  servi  d'une  autre  substance  proteique, 
les  chiffres  trouves  ne  donnent  pas  la  mesure  directe  de  I'influence  du 
corps  examine.  Le  plus  souvent,  lorsque  I'essai  portait  sur  un  autre 
acide  ou  sur  une  base,  j'ai  fait  des  essais  comparatifs  avec  une  solu- 
tion aqueuse  d'acide  lactique  a  0.2  p.  c. 

En  quelques  cas  j'ai  suivi  I'influence  de  I'augmentation  de  I'acide 
sur  I'autodigestion  de  I'extrait  de  malt.  Generalement,  j'ai  encore  examine 
I'influence  de  I'acide  ou  de  la  base  sur  la  proteine  seule,  sans  ad- 
jdition  d'extrait  de  malt,  toujours  remplissant  d'eau  jusqu'a  20". 

II  y  a  toujours,  au  moins  en  descendant,  eu  des  limites  naturelles 

iux    concentrations   des   acides   et    des   alcalis   se   pretant   a   des  expe- 

/•iences.     En  effet,   j'etais   toujours   oblige  de  commencer  par  dissoudre 

a  substance  proteique  dans  les  liquides,    et,    par   consequent,   sa   solu- 

)ilite  plus  ou  moins  grande  doit  etre  prise  en  consideration.    Nous  avons 

lit  (p.  154)    que    la   proteine  de  froment    (et  il  en  est  de  meme  de  la 

6gumine)  est  insoluble    ou    tres   peu  soluble  dans  I'eau,  et  qu'il  existe 

me   concentration   minima   d'acide  ou  d'alcali  a  laquelle  les  2  p.  c.  de 

•roleine  se  dissolvent  completement.    Pourtant  des  essais  au-dessous  de 

ette   limite   minima    et    auxquels ,  par  consequent,    la  concentration  de 

roteine  etait  plus  faible,    ont  ete  fails  et  enregistres.     Quant  a  I'acide 

ictique,    a   I'acide    acetique,    aux    alcalis,    la   solubilite   de   la   proteine 

ugmente  avec  la  concentration  de  ces  matieres,   tandis  qu'elle  d^croit 
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de  nouveau  tres  vite  pour  Pacide  chlorhydrique  et  I'acide  sulfurique, 
aussitot  que  le  liquide  aura  pris  une  certaine  acidite  tres  faible  (v.  p.  154). 

Aux  essais  d'acide  lactique,  on  a  ajoute  une  solution  de  prot6ine 
a  2  p.  c.  dans  Facide  lactique  a  0.05  p.  c,  concentration  la  plus  faible 
de  cet  acide  dans  laquelle  les  2  p.  c.  de  proteine  etaient  compl^tement 
solubles.  En  ajoutant  le  meme  volume  d'extrait  de  malt  on  a  obtenu 
une  solution  de  0.025  p.  c.  d'acide  lactique.  On  a  prepare  les  autres 
concentrations  en  ajoutant  au  liquide  d'essai  la  quantite  calcul6e 
d'acide  lactique. 

Partout  ailleurs  j'ai  prepare  des  solutions  de  proteine  a  2  p.  c. 
dans  une  concentration  d'acide  ou  de  base  deux  fois  plus  forte  que 
celle  dont  il  fallait  se  servir. 

Acide  lactique.  (Essais  nos.  567  —  622).  Les  essais  sont  fails  en 
2  series  avec  des  extraits  de  malt  differents.  En  W^^  des  deux  ex- 
traits,  il  y  a  7™s.96  et  9°^^.  10  d'azote  qui  echappent  a  la  precipita- 
tion par  le  tannin.  On  a  encore  fait  des  essais  d'autodigestion  avec 
le  premier  extrait.  Temperature:  47^.  Temps:  2  heures.  Precipitation 
par  I'acide  tannique  seul: 


p.  m. 

0.00 
0.25 
0.5 
1.0 
1.5 
2.0 
2.5 
3.0 
3.5 
4.0 
5.0 
6.0 
8.0 
10.0 
15.0 
20.0 


acide   normal  au 


de 

Az  d^doubl^ 

la  solution  de  proteine 
4-  I'extrait  de  malt 
I                   II 

de  I'extrait 

de  malt. 

I 

Voo 

mg 

J) 

mg 

0.72 

^/360 

1.98 

» 

0.90 

Vl80 

5.04 

» 

» 

V90 

8.40 

6.62 

1.90 

Veo 

n 

6.74 

n 

V45 

8.88 

7.12 

n 

V36 

» 

6.46 

» 

V30 

» 

6.40 

D 

V25.7 

n 

5.84 

V 

V22.3 

7.04 

5.64 

n 

V18 

i> 

y> 

2.80 

Vl5 

4.20 

It 

» 

Vll.2 

3.86 

J) 

» 

V9 

2.56 

» 

1.66 

Ve 

1.52 

n 

n 

V4.5 

1.12 

r> 

0.70 

10^^  de  solution  de  proteine  +  lO^'^  d'eau  avec  5  p.  m.  d'acide 
lactique  ne  montrent,  au  bout  de  2  heures,  a  47*^,  aucun  changement 
a  la  precipitation  par  I'acide  tannique. 
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Aeide  ac^tiqiie  (Essais  nos.  1009—1064).  2  heures  a  47^.  2  series 
avec  deux  extraits  de  malt  differents  contenant  en  10^*^  Tun  l^^AO, 
I'autre  5°^^.52  d'azote  que  I'acide  tannique  ne  precipitait  pas. 


Az  d^doubl6 

de  la  solution  de  proteine 

+  I'extrait  de  malt 

I                          II 

p.m. 

0.15 

— 

acide  normal 

au   ^/ioo 

mg 

1.98 

mg 

0.2 

= 

—            — 

^/soo 

3.02 

n 

0.3 

= 

—            — 

^/200 

3.62 

9 

0.45 

= 

—            — 

^/l33 

4.80 

i» 

0.6 

=: 

—            — 

Vioo 

6.38 

ft 

0.9 

= 

— -            — 

^/66.6 

7.76 

r) 

1.5 

= 

—            — 

V40 

8.44 

7.04 

3.0 

= 

—            — 

V20 

9.80 

7.68  ■ 

4.5 

= 

—            — 

V13.3 

n 

7.52 

6.0 

=- 

—            — 

Vio 

9.18 

7.20 

9.0 

= 

—            — 

V6.6 

n 

6.34 

12.0 

= 

—            — 

V5 

» 

5.20 

1.8.0 

= 

—            — 

V3.3 

n 

3.62 

30.0 

= 

—            — 

V2 

n 

1.98 

10*^^  de  solution  de  proteine  +  10^^  d'eau  avec  30  p.  m.  (solu- 
tion normale  au  ^/2)  d'acide  acetique  ne  changent  pas  au  bout  de 
2  heures,  a  47^.  En  10^<=  de  solution  de  proteine  +  10*^*^  d'extrait 
de  malt  avec  de  I'acide  lactique  a  2  p.  m.  9^^.22  d'azote  se  dedou- 
blent  au  courant  de  2  heures. 

Acide  ehlorhydriqne  (Essais  nos.  915  —  930).  Une  serie,  pendant 
2  heures,  a  47^.  Des  precipitations  passives  en  10^^*=  d'extrait  +  10<^<^ 
de  solution  de  proteine  dans  des  concentrations  d'acide  differentes  ont 
toutes  donne  le  meme  resultat:  6™^.40  d'azote  se  sont  soustraits  a  la 
precipitation  par  le  tannin : 

Az  dedoubl^ 

de  la  solution  de  proteine 
+  I'extrait  de  malt 
mg 

acide  normal  au  ^/2ooo  =  0.018  p.  m.  HCl 0.92 

—  —  1/800  =0.045  —   — 1.08 

-  —  1/400  =0.09   -   -  1.84 

—  —  1/200  =0.18   —   —  5.24 

[      —  —    Vioo  =  0.36   -   — 8.66 

_     _    1/50  =  0.72   -   -  2.96 

-  -    1/20  =  1.80   -   - 0.52 

! 

■ 
1 
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Dans  un  essai  parallele  avec  de  I'acide  lactique  a  0.2  p.  c,  il  y 
a  eu,  pendant  le  meme  temps,  dedoublement  de  8^g.l2  d'azote. 

Aeide  snlfuriqae  (Essais  nos.  1065  —  1086).  L'extrait  de  malt  con- 
tient,  en   10^^,  5™s.42  d'azote  non  precipitable  par  le  tannin: 

Az  d^doubl^ 

de  la  solution  de  prot6ine 

"l"  l'extrait  de  malt 

mg 

acide  normal  au  1/2000  =  0.024  p.  m.  H^SO* 0.94 

_  _  1/800  =0.06  —  -  1.38 

_  _  1/400  =  0.12  —  —  2.10 

_  —  1/200  =  0.24  —  —  4.42 

_  _  1/150  =  0.33  -  -  5.48 

_  _  1/100  =  0.49  -  -  7.14 

__  _  1/75  =  0.65  -  -  5.10 

_  _  1/50  =  0.98  —  -  0.06 

Hydrate  de  sodinm.  Differentes  series  d'essais  a  des  temps  diffe- 
rents  et,  par  consequent,  avec  des  extraits  de  malt  differents.  La 
marche  des  essais  variant  pour  les  differentes  series,  je  vais  traiter 
chaque  serie  a  part. 

P"-^  Serie  (Essais  nos.  1103  —  1119).  En  10*=^  l'extrait  de  malt 
contient  7'^s.86  d'azote  non  precipitable  par  I'acide  tannique.  On  en 
dose  I'acidite  (la  teneur  en  sels  acides  -f-  acides  libres  eventuels)  en 
titrant  par  une  solution  normale  d'hydrate  de  sodium  au  ^/lo,  prenant 
comme  indicateurs  des  papiers  de  tournesol  et  de  curcuma.  Abstraction 
faite  de  la  valeur  de  cette  methode  pour  la  determination  d'acide 
vraiment  libre,  elle  fournit,  telle  qu'elle  est  appliquee  ici,  une  mesure 
relative  de  I'acidite.  Pour  la  neutralisation,  lO'^^  d'extrait  de  malt  ont 
demande  {gccSl}  =  2<^<=.03  de  solution  normale  d'hydrate  de  sodium  au 
Vio.      On  prepare  des  solutions  d'hydrate  de  sodium  contenant: 

1)  20^«  de  NaOH  normal  au  Vio  pour  100^*=  =  NaOH  normal  au  Vso 

2)  2ICC    .       _          _  _  _ 

3)  22^^    .       _          _  _  _ 

4)  23*^^    .       _         —  _  _ 

5)  24<-<=    .       _         —  _  _ 

6)  25<=«    -       —          —  —  —         =  NaOH  normal  au  V^o 

Dans  25"  de  chacune  de  ces  solutions  on  a  dissous  a  froid,  en 
les  mettant  dans  I'armoire  glaciere,  0&^.5  de  proteine.  Sauf  k  la  pre- 
miere,   10*^*^   de   ces   solutions   devaient   contenir  un  petit  exces  d'alcali 
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libre  apres  avoir  neutralise  10^*^  de  Textrait  de  malt.  En  effet,  tous 
les  melanges  ont  reagi  alcalin  avec  les  papiers  de  tournesol  et  de 
curcuma. 

lO'^'^  du  meme  extrait  de  malt,  ajoutes  a  10*^^  de  solution  de  pro- 
teine  dans  de  Tacide  lactique  a  0.2  p.  c,  ont  dedoubl^,  au  bout  de 
2  heures,  a  47^,  8°^s.l8  d'azote  les  rendant  imprecipitables  par  I'acide 
tannique. 

Au  bout  du  meme  temps  les  essais  donnent: 

Azote  d^doubl^ 

milligramme 

avec  20^^  de  NaOH  normal  au  Vio  par   100<=<= 0.47 

—     ^\cc        _  _  _  _  0.44 

_     22«c        —  —  —  —  0.96 

_     24^c        —  —  —  -  0.40 

_     25^^        —  —  —  —  0.58 

IF  Serie  (Essais  nos.  1669  —  1710).  Avant  de  servir,  I'extrait  de  malt 
est  neutralise,  mais  par  un  procede  different  de  celui  de  la  serie  precedente. 
Par  suite  d'une  preparation  particuliere  (on  digere  700s'^  de  malt  avec  700^^ 
d'eau;  on  filtre;  le  lendemain,  on  digere  de  nouveau  avec  230^'"  d'eau; 
apres  filtration  nouvelle,  on  melange  les  deux  fUtrats)  il  est  extreme- 
ment  riche  en  azote,  contenant,  avant  la  neutralisation,  23sr.84  d'azote 
par  10<=<=,  dont  12s'*.08  echappent  a  la  precipitation  par  I'acide  tan- 
nique. A  la  neutralisation  on  se  sert,  comme  indicateur,  de  phenol- 
phtaleine,  a  laquelle  les  phosphates  primaires  sont  acides  et  les  phos- 
phates secondaires  sont  alcalins.  Ayant  trouve  qu'il  faut  2*^^85  d'hy- 
drate  de  sodium  normal  au  ^/lo  pour  la  neutralisation  de  10^^  d'extrait 
de  malt  avant  de  produire  une  teinte  rouge  sensible  avec  de  la  phenol- 
phtaleine,  on  a,  pour  eviter  une  dilution  trop  grande,  neutralise  par  de 
I'hydrate  de  sodium  normal  au  ^/i  en  en  ajoutant  4^^.25  a  300*^*^ 
d'extrait  de  malt.  Dans  ces  conditions,  un  echantillon  de  celui-ci  a 
donne,  par  I'addition  de  phenol-phtaleine,  une  teinte  rouge  tout  juste- 
ment  sensible;  en  ajoutant  encore  une  goutte  d'hydrate  de  sodium 
au  ^/lo,  le  liquide  a  pris  une  coloration  fortement  rouge.  A  la  neu- 
tralisation il  s'est  forme  un  precipite  volumineux.  Apres  filtration,  on 
I'a  digere  avec  de  I'eau  faiblement  acidulee  d'acide  lactique  (2  p.  m. 
d'acide  lactique,  a  peu  pres)  pour  I'examiner  a  part  dans  le  but  de 
constater  s'il  possedait  du  pouvoir  fermentatif  proteolytique.  En  10<^^ 
I'extrait  de  malt  neutralise  contient  23'^s.l2  d'azote  total  dont  ll°^s.76 
echappant  a  la  precipitation  par  I'acide  tannique. 

Ici  il  s'est  presente  un  inconvenient  a  I'emploi  de  la  proteine  de  fro- 
ment:  celle-ci  n'est  que  tres  peu  soluble  dans  les  concentrations  d'alcali, 
soumises  a  I'examen.     En  effet,  j'ai  desire  me  servir  de  concentrations 
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equivalentes  aux  concentrations  correspondantes  d'acides  mineraux, 
acide  chlorhydrique  et  acide  sulfurique,  qui  font  Tobjet  des  essais  pre- 
cedents (v.  p.  207—08).  J'ai  done  choisi  une  autre  matiere  proteique,  la 
Ugumine,  qui  s'est  montree  un  peu  plus  soluble,  sachant,  grace  a  une 
s^rie  particuliere  d'essais  (v.  IV,  3) ,  qu'elle  est  susceptible  d'une  action 
vigoureuse  de  I'extrait  de  malt  en  solution  acide.  On  a  prepare  diffe- 
rentes  solutions  de  legumine  a  2  p.  c.  dans  des  solutions  d'hydrate  de 
sodium  de  concentrations  differentes:  des  solutions  normales  au  ^/soo,  au 
Vioo,  au  ^/2oo,  au  Vioo,  au  ^Ii5,  au  ^/so,  au  ^/20,  au  ^/lo.  Pour  accel6rer  la 
solution,  on  chauffe  au  bain-marie  pendant  une  heure.  La  legumine  ne  se 
dissolvant  pas  completement  dans  les  six  premieres  concentrations,  leur 
teneur  en  azote  est  moins  forte  que  celle  des  solutions  suivantes,  tout 
en  augmentant  avec  les  concentrations  dehydrate  de  sodium.  On  separe 
la  matiere  indissoute  par  filtration.  Les  trois  dernieres  solutions  avaient 
une  teinte  jaunatre.  Par  le  melange  avec  des  volumes  egaux  d'extrait  de 
malt,  les  concentrations  d'hydrate  de  sodium  sont  reduites  de  moitie  donnant 
des  solutions  normales  au  ^/leoo,  au  ^/soo,  etc.  —  A  titre  de  comparaison 
on  a  fait  des  essais  sur  I'influence  de  I'extrait  de  malt  sur  une  solu- 
tion de  legumine  acidulee  d'acide  lactique  (a  2  p.  m.  d'acide  lactique) ; 
mais  en  melant  les  deux  liquides,  une  partie  de  Ja  legumine  s'est 
precipitee.  —  L'acide  tannique  a  servi  de  precipitant.  On  a  fait  des 
precipitations  passives  dans  des  melanges  de  10^^  d'extrait  de  malt  et 
1U^<^  des  solutions  suivantes:  1^  de  la  legumine  dans  de  l'acide  lactique 
a  0.2  p.  c. ;  2^  de  la  legumine  dans  de  I'hydrate  de  sodium  normal 
au  ^/800 ;  3*^  de  la  legumine  dans  de  I'hydrate  de  sodium  normal  au 
V200.  Les  liquides  filtres  en  contenaient  ll™g.54,  ll°^g.08,  10"^s.84 
d'azote.  Temperature  47^.  Temps  d'essai  2  heures.  En  voici  les  resultats  : 

Az  d^doubl^ 

milligrammes 

10<^<^demalt+  10*^^de legumine  dans  de  I'ac.  lactique  a  2p.m.  donnent  12.44 

—  —          —            —          —  du  NaOH  normal  au  ^/leoo  —  1.28 

—  —          —            —          —        —            —        -    1/800  -  1.48 

—  -         —           _          _        _            _        .   1/400  -  1.58 

—  —          —            _          _        _            _        .   1/200  --  1.60 

—  —          —            —          —        —            —        -   ^'150  —  1.54 

—  -          -            _          _        _            _        -   1/100  -  1.16 

—  -  -  _  _  _  _  .  1/40  -  (6.72) 
------            -        -   1/20  -  (12.80) 


On  a  trouve  les  chiffres  de  1 'azote  dedouble  en  deduisant  des  quantit^s 
d'azote  trouvees  aux  liquides  filtres  des  essais  actifs  10"^&.96,  moyenne 
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des  deux  precipitations  passives,  nommees  plus  haut.  Les  chiffres  ^lev^s 
des  deux  derniers  essais  avec  I'hydrate  de  sodium  normal  au  ^Ao  et 
au  -^Ao  s'expliquent,  sans  doute,  par  le  dedoublement  de  la  legumine  sous 
I'influence  des  concentrations  fortes  alcalines.  Ge  dedoublement,  qui  a 
lieu  probablement  deja  pendant  le  chauffage,  fait  qu'une  grande  partie 
de  la  Mgumine  echappe  a  la  precipitation  par  le  tannin.  Probablement 
il  n'y  pas  d'action  d'enzyme  du  tout,  mais  c'est  la  un  point  sur 
lequel  ces  essais  ne  permettent  aucune  conclusion  sure.  Les  resultats 
des  autres  essais  nous  montrent  clairement  que  la  presence  de  petites 
quantites  d'alcali  libre  cause  I'affaiblissement  prononce,  peut-etre  la  des- 
truction complete  du  pouvoir  fermentatif.  Pour  s'eclaicir  sur  la  nature 
de  cette  influence,  et  pour  apprendre  si  I'hydrate  de  sodium  detruit 
Penzyme  ou  s'il  ne  fait  qu'en  entraver  Taction,  on  a  fait,  avec  le  meme 
extrait  de  malt,  les  essais  suivants: 

1°  Avec  I'extrait  de  malt  sans  neutralisation  contenant 
23™s.84  d'azote  et  qu'on  fait  agir  sur  une  solution  de  legumine 
dans  de  I'acide  lactique.  Au  bout  de  2  heures,  a  la  temperature 
de  47^   18"^g.28  d'azote  se  sont  dedoubl^s. 

2^  Avec  I'extrait  de  malt  neutralise  pro visoirement  (indica- 
teur:  de  la  phenol- phtaleine)  par  I'hydrate  de  sodium  a  reaction  faible- 
ment  alcaline,  mais  rendu  acide,  tout  de  suite  apres,  au  moyen  de  la 
quantite  d'acide  lactique  correspondant  a  I'hydrate  de  sodium  addi- 
tionne.  Sous  son  action,  15™?.5  8  d'azote  d'une  solution  de  legumine 
dans  de  Tacide  lactique  se  sont  dedoubles. 

3°  Avec  I'extrait  de  malt  neutralise  la  veille  et  place,  jusqu'au 
moment  de  s'en  servir,  dans  I'armoire  glaciere.  On  y  ajoute  de  I'acide 
lactique  en  quantite  correspondante  a  I'hydrate  de  sodium  additionne. 
Sous  son  action  11™?. 4  4  d'azote  d'une  solution  de  legumine  dans 
de  I'acide  lactique  se  sont  dedoubles. 

4°  Avec  I'extrait  a  acide  lactique  du  precipite  (v.  p.  209) 
forme  a  la  neutralisation  de  I'extrait  de  malt.  En  10^*^  de 
cette  eau  il  y  avail  2™s.25  d'azote  total.  En  la  faisant  agir  sur  une 
solution  de  legumine  dans  de  I'acide  lactique  on  a  obtenu  1  ™?.00 
d'azote  d^double. 

II  resulte  de  ces  essais  que  la  neutralisation  provisoire  d'un  extrait 
de  malt,  tout  en  affaiblissant  son  pouvoir  fermentatif  trypsique,  est  loin 
de  le  detruire;  qu'apres  24  heures  de  neutralisation  le  pouvoir  fermen- 
tatif s'est  affaibli  ulterieurement,  mais  qu'il  est  toujours  assez  vigoureux 
si  on  retablit  la  reaction  acide;  enfin,  que  le  precipile  forme  a  la 
neutralisation  et  qui  consiste  essentiellement  en  phosphates,  entraine 
une  substance  douee  d'un  pouvoir  fermentatif  faible,    ce   qui   contribue 
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a   raffaiblissement   du   pouvoir   fermentatif    de    I'extrait    de    malt    qu'ou 
constate  a  la  neutralisation. 

Ill'  Serie  (Essais  nos.  2091—2099,  2109—2122,  2135—2144). 
On  neutralise  I'extrait  de  malt  comme  a  la  serie  precedente  se  servant, 
comme  indicateur,  de  la  phenol-phtaleine.  A  un  essai  provisoire,  pour 
produire  la  teinte  rougeatre  a  10<^<^,  on  emploie  {3"'^}  de  solution  d'hy- 
drate  de  sodium  normale  au  Vio.  On  ajoute  alors  a  300<^<^  d'exlrait 
de  malt  9*^*^  d'hydrate  de  sodium  normal  au  ^/i.  Apres  la  filtration 
du  precipite  forme,  I'extrait  neutralise  contient,  en  \0^^,  18°^&.66  d'azote 
total.  On  prepare  les  solutions  de  legumine  la  veille,  a  froid,  mais 
on  les  chautTe,  avant  I'essai,  pendant  1  heure  au  bain-marie  en  ebulli- 
tion. On  reussit  a  obtenir  une  dissolution  un  peu  plus  complete  de 
la  legumine  qu'a  la  serie  precedente:  dans  les  solutions  d'hydrate  de 
sodium  normales  au  ^/soo  et  au  ^,  200  seules,  des  quantites  notables  en 
restent  indissoutes;  dans  I'hydrate  normal  au  ^/loo  une  trace  ^).  A  tons 
ces  essais  on  filtre  avant  Tusage.  On  n'emploie  que  des  solutions 
normales  au  ^/50o,  au  ^/2oo.  au  ^/loo,  au  ^/so,  au  ^/25.  En  les  melant 
avec  des  volumes  egaux  d'extraits  de  malt  on  en  reduit  la  force  de 
moitie  (solutions  normales  au  ^/looo,  au  ^Aoo,  etc.). 

Voici  les  dosages  fails  avant  les  essais  (experiences  passives) : 

10"  de  legumine  dissous  dans  de  Thy d rate  de  sodium  normal  au 
Vsoo  -\-  10"  d'extrait  de  malt,  ce  qui  produit  une  concentration  de  li- 
queur alcaline  normale  au  ^/looo,  donnent,  dans  le  liquide  filtre,  15°^?.50 
d'azote  en  precipitant  par  le  chlorure  stanneux,  et  9°^s.48  en  pre- 
cipitant par  I'acide  ta unique. 

10"  de  legumine  dissous  dans  de  Thydrate  de  sodium  normal  au 
^/loo  contenant  31"^°,84  d'azote  total,  donnent  dans  le  liquide  filtre, 
apres  I'addition  de  10^^  d'extrait  de  malt,  15™s.72  d'azote  en  precipi- 
tant par  le  chlorure  stanneux,  et  9™=. 32  d'azote  en  precipitant  par 
I'acide  tannique. 

10"  de  legumine  dans  de  I'acide  lactique  a  0.4  p.  c.  +  10"  d'ex- 
trait de  malt  neutralise  donnent,  au  liquide  filtre,  15  "^^.7 2  d'azote  en 
precipitant  par  le  chlorure  stanneux.  et  10.^=00  en  precipitant  par 
I'acide  tannique. 

La  meme  solution  de  legumine  +  10"  d'extrait  de  malt  non  neu- 
trahse  mais  porte,  par  I'addition  d'eau,  au  meme  volume  que  I'extrait 
neutralise  d'alcali  donnent,  au  liquide  filtre,  17  "^=.32  d'azote  a  la  precipita- 
tion par  le  chlorure  stanneux,  et  10 "^o.40  d'azote  par  I'acide  tannique. 

Voici  les  resultats  des  essais  actifs  faits  pendant  2  heures,  a  50°: 


^)  La  solubilite  si  differente  de   celle   de   I'autre   serie  s'explique  peut-6tre 
par  Temploi  d'une  autre  preparation  de  legumine. 


^/200 

5.55 

Vioo 

4.45 

Vso 

3.73 
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Azote  d^doubl^  au  liquide  filire 

du  chlorure  stann.     de  Tacide  tann. 

Extr.  de  malt   ,    SOlut.  de     ,  ^.     _„  ,  .    -^''•^J-'^-e^  rr.aHgrammes 

neutralise    +i^g,mine^^"^  ^"^^^^  norm,  au  Viooo  2.17  2.36 

—  _  _      _         _        1/400    4.89  2.36 

1.96 
1.52 
0.44 

—  —  —  del'ac.  Iactiquea2p.m.  9.02  7.30 
Extr.  de  malt  _  _  _  _  18.08  17.10 
non  neutralist. 

CaFbonate  de  sodiam  neutre  (Na^  GO^).  (Essais  nos.  2100— 2108, 
2123  —  2134,  2145—46).  On  a  fait  ces  essais  en  se  servant  du  meme 
extrait  de  malt  qu'aux  essais  de  la  III^  Serie  sur  I'hydrate  de  sodium, 
et  parallelement  a  cette  serie.  Les  solutions  de  legumine  sont  pr^- 
parees  de  la  meme  fac^on,  si  ce  n'est  qu'on  emploie,  comme  dissolvant, 
le  carbonate  de  sodium.  Je  pars  d'une  liqueur  titree  normale  au  ^/lo 
=  0.53  p.  c.  Gelle-ci  donne,  avec  du  nitrate  d'argent,  un  precipite  jau- 
natre  sans  la  moindre  trace  de  nuance  brunatre,  ne  contenant,  par 
consequent,  aucun  hydrate  de  sodium  libre.  Pour  reconnaltre  si  la 
solution  contient  du  bicarbonate  de  sodium  (NaHGO^),  on  ajoute  a  10<=<^ 
de  solution  2,  3,  4  gouttes  d'une  solution  titree  normale  d'hydrate  de 
sodium  au  ^/lO,  puis  une  goutte  de  nitrate  d'argent.  La  teinte  brune 
d'oxyde  d'argent  ne  parait  qu'a  I'essai  des  3  gouttes  d'hydrate  de  so- 
dium; a  Fessai  des  2  gouttes,  il  n'y  a  aucurie  trace  de  nuance  brunatre. 
Nous  mettons  lO^^egaux  a  200  gouttes.  Le  carbonate  neutre  ne  contient, 
par  consequent,  qu'environ  1  p.  c.  de  bicarbonate  de  sodium.  On  emploie 
les  memes  concentrations  qu'aux  essais  avec  I'hydrate  de  sodium:  ahisi 
done  du  carbonate  de  sodium  neutre  normal  au  ^/soo,  au  ^/2oo,  au  ^/loo, 
au  ^/so,  au  ^/25,  au  ^/lo,  en  reduisant  de  moitie  par  Taddition  de  I'ex- 
peu  trait  de  malt  au  ^/looo,  au  -^Aoo,  au  ^/200,  etc.  La  legumine  est  ici 
un  plus  soluble  que  dans  I'hydrate  de  sodium. 

Voici  combien  on  a  trouve  d'azote  aux  liquides  filtres  avant  les  es- 
sais (des  experiences  passives): 

En  lO*^"^  de  solution  de  legumine  dans  Na^GO^  normal  au  V500  -f  10" 
d'extrait  de  malt,  on  a  eu,  dans  le  liquide  filtre,  en  precipitant  par  le 
chlorure  stanneux,  lo'^s.lO  d'azote,  en  precipitant  par  I'acide 
tannique,  9™s.36  d'azote. 

10"  dans  du  Na^GO^  normal  au  Vioo  contiennent  31  ™g.20  d'Az  total 
-  -  —  -  Vio         -  33"^?.  30       — 

10"  de  solution  de  legumine  dans  du  Na^GO^  normal  au  ^/loo  + 
10^^  d'extrait  de  malt  donnent,   dans  le  liquide  filtre,   en  precipitant  par 
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lo  chloriire  staiineux,  l^^^M  d'azole,  en  precipitant  par  I'acide  tannique, 
9'"K.4()  d'azoto.  Les  experiences  correspondantes  avec  du  Na^GO^ 
normal  au  Vio  donnent  IC^g.OO  et  8"»k.0O  d'azote  (Gomp.  les  chiffres 
pour  le  NaOH  normal  au  Vio,  p.  213). 

Pour  les  experiences  parallfeles  avec  les  solutions  de  l^gumine  dans 
I'acide  lactique  v.  p.  213. 

Voici  les  r^sultals  des  essais  actifs,  fails  pendant  2  heures,  a  50^. 

Azoie  d^doubl^  au  liquide  filtr^ 
du  clilorure  stimii.    de  Tacide  tann. 
.  1    .•         J  milligrammes         miliiyrammes 

Extrait      solution  de  ,        ,    ..  9nr\s  i/         ^i  pk  i  no 

,.4-  ,,  dans  duNa^GO**  norm,  au^/iooo  3.05  1.98 

de  mall"  legumine 

_  _  _  _  -  1/400  5.13  1.94 

__  _  -  -  -  V200  4.41  1.G2 

_  _  _  -  -  Vioo  4.21  1.18 

_  —  —  —  —  V50  4.03  0.38 


Les  resultats  principaux  obtenus  aux  essais  sur  Tinduence  des 
acides  el  des  alcalis  sur  la  prot^olyse,  sont  montr^s  graphiquement  au 
moyen  des  courbes  de  la  planclie  XI.  Les  abscisses  indiquenl  les  con- 
centrations des  di(T6rentes  substances,  exprim^es  en  solutions  titrees 
normales  (millifemes  de  grammes -equivalents  par  litre),  et  les  ordon- 
nees  la  quantite  d'azote  en  milligrammes  qui  s'est  soustraite,  pendant 
le  temps  de  I'essai,  2  lieures,  a  la  precipitation  par  I'acide  tannique,  a 
la  temperature  optima  de  47^.  On  pourra  dresser  des  courbes  pa- 
reilles  pour  Taclivite  quo  revele  la  precipitation  par  le  chlorure  stan- 
neux,  mais  ce  n'est  que  par  exception  que  mes  essais  ont  ete  pousses 
aussi  loin.  --  11  I'aut,  cependanl,  accentuer,  ce  que  j'ai  dit  plus  haut, 
que  les  courbes,  rapprochees  sur  la  PI.  XI,  ne  sont  pas  dircctement 
comparables,  en  lanl  qu'elles  expriment  les  resultats  d'essais  fails  avec 
des  extraits  de  malt  divers  et,  en  partie,  avec  des  matieres  albuminoides 
diverses.  On  ne  pent  done  j)as  conclure  de  la  place  plus  eievee  d'une 
courbe  que  I'acide  correspondant  est  plus  favorable  k  la  proteolyse  (ju'iui 
autre  acide  dont  la  courbe  se  trouve  plus  bas. 

En  examinant  la  marche  des  courbes  on  trouve  un  certain  accord 
entre  les  deux  acides  mineraux  d'un  cote  et  les  deux  acides  organiques 
de  Tautre,  ainsi  qu'un  certain  paralieiisme  entre  Taction  des  deux  al- 
calis. Gbose  frappante  dans  les  deux  premieres  courbes:  les  grandes 
variations  de  faction  soul  causees  par  des  variations  insignifiantes  de 
I'acidiie.  On  verra  qu'une  petite  negligence  dans  I'essai  aura  facilement 
pour  elTet  de  faire  6chapper  a  Tobservateur  I'influence  de  ces  acides.  Toutes 
les    deux   paraissent    avoir  atteint  I'optimum  (juand  le  liquide  a  essayer 
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a  une  teneur  en  acide  egale  a  celle  d'une  solution  acide  normale  au  ^/loo  a 
peu  pres  ou,  pour  I'acide  chlorhydrique,  a  environ  0.36  p.  m.,  pour  I'acide 
sulfurique  a  environ  0.49  p.  m.  (comp.  I'effet  de  I'acide  chlorhydrique  sur 
la  pepsine,  auquel  cas  I'optimum  est  mis  a  2 — 4  p.  m.).  Toute  action 
a  cesse,  pour  I'acide  chlorhydrique,  a  I'acidite  egale  a  celle  d'une  liqueur 
acide  normale  au  ^/2o  (=  1.8  p.  m.),  pour  I'acide  sulfurique  a  Tacidit^ 
d'une  liqueur  acide  normale  au  ^/so  (=  environ   1   p.  m.). 

L'optimum  des  deux  acides  organiques  parait  se  trouver  a  un 
point  d'acidite  egal  a  I'acidite  de  liqueurs  acides  normales  au  Vso  et 
au  ^/2o  a  peu  pres,  c'est  a  dire  ils  ont  une  teneur  en  acide  de  2  p.  m. 
et  de  3  p.  m.  respectivement,  pour  I'acide  acetique  sans  variation  no- 
table entre  2  et  6  po  m.  Mais  ces  substances  permettent  des  concen- 
trations relativement  elev^es,  de  sorte  que  Paction  proteolytique  reste 
sensible,  pour  I'acide  lactique,  encore  a  une  acidite  egale  a  celle  d'une 
liqueur  acide  normale  au  ^/4.5  (=20  p.  m.),  et,  pour  I'acide  acetique, 
encore  a  une  acidite  egale  a  celle  d'une  liqueur  acide  normale  au  ^/2 
(—30  p.  m.).  Les  dernieres  sections  des  courbes  n'ont  trouve  aucune 
place  sur  la  planche,  mais.  il  sera  facile  de  les  construire  sur  une  plus 
petite  echelle  d'apres  les  chiffres  des  tableaux. 

L'accroissement  rapide  des  quatre  courbes  jusqu'a  I'acidite  d'une 
liqueur  acide  normale  au  ^/loo  est  parliculierement  caracteristique  aux 
quatre  acides,   qui  tous  y  montent  ensemble. 

Les  deux  alcalis  semblent  s'etre  bornes  a  retarder  I'activit^  tryp- 
sique.  Leur  influence  dans  ce  sens  parait  s'agrandir  avec  la  force  des 
concentrations.  Dans  les  concentrations  les  plus  faibles  I'enzyme  a  en- 
core une  action  faible,  mais  deja  si  I'alcalinite  de  la  solution  est  egale 
a  celle  d'une  liqueur  alcaline  normale  au  ^/so,  la  proteolyse  s'est  com- 
pletement  arretee.  Gependant  on  constate  un  accroissement  faible  pour 
Taction  mise  a  nu  a  la  precipitation  par  le  chlorure  stanneux  en  al- 
lant  de  la  liqueur  alcaline  normale  au  ^/looo  a  la  liqueur  alcaline  nor- 
male au  V^oo  (v.  les  tableaux  pp.213  et  214).  De  la,  il  n'y  a  aucun 
accroissement  ulterieur,  mais,  d'autre  part,  il  n'y  a  pas  non  plus  de 
descente  rapide:  les  courbes  passent  presque  parallelement  a  I'axe  des 
abscisses  jusqu'a  ce  qu'on  ait  atteint  I'alcalinite  d'une  liqueur  alcaline 
normale  au  ^/so  a  peu  pres.  En  somme,  la  conclusion  qu'il  faut  tirer 
des  essais  cites  est  la  suivante:  la  reaction  alcaline  exerce  un 
effet  retardateur  sur  le  dedoublement  trypsique  des  deux 
substances  albuminoides  examinees  (la  proteine  de  froment  et 
la  legumine).     D'apres  Windisch    et    Schellhorn^),    elle  favorise  la 


^)  Windisch  und  Schellhorn:  Wochenschr.  f.  Brauerei,  XVII.  Jahrg.,  335 

(1900). 
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proteolyse  de  substances  aibuminoVdes  animales  (la  gelatine).  G'est  une 
question  sur  laquelle  je  ne  me  prononcerai  pas.  Dans  un  cas  singulier 
que  j'ai  soumis  a  I'examen  (I'influence  sur  la  fibrine  de  boeuf  dans 
une  solution  de  carbonate  de  sodium  a  0.135  p.  c.  (liqueur  alcaline 
normale  au  ^/4o,  a  peu  pres)),  a  quelques  petites  traces  pres,  il  ne  s'est 
montre,  meme  au  bout  de  24  heures,  ni  dedoublement  pepsique 
ni  dedoublement  trypsique;  mais,  cela  va  sans  dire,  on  n'est  pas 
en  droit  de  generaliser  en  partant  d'un  essai  isole  a  une  seule  concen- 
tration d'alcali  (v.,  du  reste,  plus  loin  IV,  3).   — 

Quoiqu'il  y  ait,  a  ce  qu'il  semble,  une  difference  remarquable 
entre  I'influence  sur  la  proteolyse  des  deux  acides  organiques,  d'un 
cote,  et  des  deux  acides  mineraux,  de  I'autre,  surtout  apres  que  Pac- 
tion aura  atteint  I'optimum,  il  est  possible,  je  crois,  d'en  donner 
Texplication,  qui  fera  comprendre,  en  meme  temps,  le  mode  d'ac- 
tion  des  alcalis,  ainsi  que  I'ont  fait  Fernbach  et  Hubert  dans 
leur  notice  deja  citee^).  II  est  regrettable  que  ces  deux  auteurs  ne 
donnent  ni  chiffres  pour  les  resultats  de  leurs  essais  ni  renseigne- 
ments  detailles  de  leur  procede  experimental,  se  bornant  a  emettre 
les  assertions  suivantes,  a  peu  pres:  Si  un  extrait  de  malt  agit  fer- 
mentativement  en  amenant  soit  la  saccharification  soit  la  proteolyse, 
c'est  son  contenu  de  phosphates  primaires  qui  en  accelere  Taction, 
tandis  que  les  phosphates  secondaires  la  retardent.  Un  malt  prepare  a 
froid  contient  toujours  un  melange  de  ces  deux  phosphates :  „  Or,  la 
reaction  de  I'extrait  de  malt,  acide  a  la  phtaleine,  alcaline  au  methylo- 
range  est  celle  qu'aurait  un  melange  de  phosphates  primaire  et  secon- 
daire  d'un  metal  alcalin. "  L'addition  d'acides  et  d'alcalis  exerce  son 
action  en  changeant  les  phosphates  secondaires  en  phosphates  primaires, 
et  vice  versa.  Pour  cette  raison,  les  acides  exercent  un  effet  accelerant 
jusqu'a  une  certaine  hmite,  tandis  que  les  alcalis  ont  toujours  un  effet 
retardateur.  Mais  I'influence  favorable  des  acides  ne  s'etend  qu'au 
point  oil  tout  phosphate  secondaire  est  change  en  phosphate  primaire, 
c'est  a  dire  jusqu'a  la  reaction  neutre  au  methylorange.  Toute  addi- 
tion ulterieure  d'acide  libre  a  un  effet  retardateur  sur  les  enzymes.  De 
meme,  l'addition  d'alcali  n'arretera  pas  toute  action  diastasique  tant 
qu'il  reste  encore  des  phosphates  primaires,  mais  elle  aura  une  in- 
fluence retardatrice  en  changeant  ceux-ci  en  phosphates  secondaires  et 
en  sels  ordinaires.  Les  sels  qui  transforment  les  phosphates  comme 
le  font  les  acides  et  les  bases,    exerceront   le   meme  effet  que  ceux-ci. 

Or,  la  difference  entre  les  acides  organiques  et  les  acides  mineraux 
c'est  que,  grace  a  leur  dissociation  plus  avancee,    ces  derniers  ont  une 


1 


1)  Fernbach  et  Hubert:   G.  r.  GXXXI,  293  (1900). 
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action  beaucoup  plus  ^nergique  pour  decomposer  les  phosphates  se- 
condaires  que  les  premiers.  II  etait  done  d'importance  d'examiner  si 
ces  indications  et  les  lois  que  j'ai  trouvees  pour  Pinfluence  des  alcalis 
et  des  acides  s'accordent  entre  elles.  S'il  en  etait  ainsi,  I'addition  a  un 
extrait  de  malt  de  la  quantite  d'acide  assez  grande  pour  provoquer 
une  reaction  neutre  au  methylorange  (c'est  a  dire  jusqu'a  ce  que  tous 
les  phosphates  secondaires  soient  changes  en  phosphates  primaires) 
doit  indiquer  justement  Poptimum  de  I'effet  de  cet  acide. 

J'ai  done  prepare  un  extrait  de  malt  comme  a  I'ordinaire,  le  ti- 
trant  par  de  I'acide  chlorhydrique  normal  au  ^/lo,  de  I'acide  sulfurique 
normal  au  ^/t,  de  I'acide  acetique  normal  au  ^/i,  de  I'hydrate  de  so- 
dium normal  au  ^/lo.  Comme  indicateurs,  je  me  suis  servi  du  me- 
thylorange pour  les  acides,  et  de  la  phenol-phtaleine  pour  Taicali.  Dans 
ces  determinations  je  n'ai  pas  vise  a  I'exactitude  rigoureuse,  qui  aussi 
serait  illusoire,  vu  les  differences  individuelles  des  extraits  de  malt  par 
rapport  aux  phosphates  primaires  et  secondaires.  Mais  les  resultats 
permettent  parfaitement  bien  d'elucider  la  question. 

J'ai  dose  10^^=  d'extrait  de  malt,  additionne  de  quelques  gouttes 
de  methylorange  y  produisant  une  teinle  jaune-fonce,  par  les  acides 
indiques  ci-dessus.  Les  quantites  d'acides  ajoutees  aux  differents  echan- 
tillons  de  I'extrait  etaient  de  0<^<^.5,  1<^S  1^^.5,  2^^  S'^^.S,  3<^S  S'^^.b. 
J'ai  cherche  a  determiner  la  quantite  a  laquelle  apparalt  la  premiere 
nuance  rougeatre,  ce  que,  cependant,  en  quelques  cas,  on  decide  le 
mieux  au  bout  de  quelque  temps  de  repos,  apres  que  le  precipile  se 
sera  depose.     La  coloration  rougeatre  a  apparu  apres  I'addition  de 

'2>^^  d'acide  chlorhydrique  normal  au  ^/lo 

l^^.b  —       sulfurique  —         -    1/7  =  2^<=   d'acide   normal    au  ^/lo 

l^^O  —       acetique  —         -    1/1  =  10^<^     —  —         -    Vio 

Pour  Tacide  acetique,  elle  n'etait  pas  bien  distincte  et,  aux  quantites 
plus  fortes,  les  transitions  n'etaient  que  tres  peu  prononcees. 

Pour  donner  a  lO'^'^  d'extrait  de  malt,  auquel  on  a  additionne 
quelques  gouttes  de  phenol-phtaleine,  une  nuance  rougeatre,  il  a  fallu 
employer 


2cc 
2cc 


.^    >=  2^<=.75  de  solution  d'hydrate  de  sodium  normale  au  ^/lo. 


Nous  voyons  de  ces  determinations  que  cet  extrait  de  malt  con- 
tenait  un  peu  plus  de  phosphate  primaire  que  de  phosphate  secondaire, 
en  tout  la  quantite  correspondant  a  4^=^.8  de  liqueur  titr6e  normale  au  ^/lo. 
Pour  tout  changer  en  phosphate  primaire,  il  fallait  2^=^^  d'acide  chlorhydrique 
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au  ^/lo,  2^^  d'acide  sulfurique  titr6  normal  au  ^/lo,  et  environ  10" 
d'acide  acetique  litre  normal  au  ^/lo.  Si  on  avait  distribue  les  memes 
quantites  d'acides  sur  20^^*^  de  liquide,  les  concentrations  d'acide  auraient 
ete,  pour  les  deux  premiers,  des  acides  normaux  au  ^/loo,  pour  I'acide 
acetique,  I'acide  normal  au  ^/lo.  G'est  a  ces  concentrations,  justement, 
que  nous  trouvons  Paction  la  plus  grande,  ou  a  pen  pres,  de  ces  acides 
(v.  PI.  IX).  Au-dela  de  ces  concentrations,  I'aclion  de  I'acide  chlor- 
hydrique  et  de  I'acide  sulfurique  descend  rapidement,  celle  de  I'acide 
acetique,  au  contraire,  tres  doucement. 

En  ajoutant  a  10"  d'extrait  de  malt  2 ".75  de  liqueur  d'hydrate 
de  sodium  normale,  tons  les  phosphates  primaires  sont  changes  en 
secondaires.  S'il  fallait  transformer  ceux-ci  en  phosphates  normaux, 
il  faudrait  encore  ajouter  4  ".8  de  liqueur  alcahne  normale  au  ^/lo.  Pour 
mes  essais  (v.  p.  212,  IIP  serie,  et  p.  213  — 14,  Carbonate  de  sodium), 
je  suis  parti  d'un  extrait  de  malt  neutralise;  par  consequent,  20"  de 
liquide  (dont  10"  d'extrait  de  malt)  contenant  4  ".8  de  liqueur  alca- 
line  normale  au  ^/lo  donneront  au  liquide  I'alcalinite  d'une  liqueur  al- 
caline  normale  au  ^/42  environ.  Les  essais  font  constater  qu'une  liqueur 
alcaline  normale  au  ^/so  ne  produit  qu'une  action  proteolytique  tres 
faible.  Si  on  prolongeait  les  courbes,  que  j'ai  trouvees,  de  I'influence 
de  I'hydrate  et  du  carbonate  de  sodium,  elles  couperaient  I'axe  des  ab- 
scisses a  la  liqueur  alcaline  normale  au  -^/io,  c'est  a  dire  la  ou  la  te- 
neur  en  alcali  du  liquide  depasse  la  quantite  correspondant  au  phos- 
phate normal. 

Gonsiderant  cet  accord  entre  les  resultats  de  mes  essais  et  I'ex- 
plication  de  Fernbach  et  Hubert,  je  ne  doute  pas  que  celle-ci  ne 
soit  essentiellement  exacte,  et  je  suis  d'avis  qu'elle  pourra,  au  plus  haut 
degre,  servir  a  nous  faire  comprendre  le  rapport  entre  les  actions  dias- 
tasiques  et  les  acides  en  general.  En  effet,  la  plupart  des  prepara- 
tions d'enzymes  contiennent,  sans  doute,  des  phosphates  qui,  d'apres 
ces  donnees,  joueront   un   role  tres  important  aux  actions  diastasiques. 

Alcool. 

On  prepare  des  solutions  a  2  p.  c.  de  proteine  dans  de  I'alcool  a 
1,  3,  5,  10,  20  degres  ponderaux  avec  la  quantite  ordinaire  d'acide 
lactique  (0.4  p.  c).  En  ajoutanl  des  volumes  egaux  d'extrait  de  malt, 
les  concentrations  seront  reduites  a  0.5,  1.5,  2.5,  5.0,  10.0  p.  c.  Pour 
empecher  que  des  vapeurs  d'alcool  ne  s'echappent  pendant  les  essais, 
on  bouche  les  fioles  d'un  bouchon  perce  d'ou  monte  un  tube  de  verre 
etroit,  long  de  40<^™,  ferme  d'une  goutte  d'eau.  Temps  des  essais: 
2  heures,  a  la  temperature  de  47^.  L'acide  tannique  seul  sert  de 
precipitant.     Voici  les  resultats  obtenus: 
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Avec  0  p.  c.  d'alcool   11.25  milligrammes  d'Az  dedouble 


0.5  - 

-       11.05 

1.5  - 

-       10.65 

2.5  - 

9.69 

5.0  - 

-         7.51 

10.0  - 

-         3.85 

difference  3.74 


3.66 


Ainsi  I'addition  d'alcool  est  toujours  retardatrice ,  et  I'effet  en  est 
presque  proportionnel  a  la  quantite  d'alcool.  La  courbe  dressee  au 
moyen  des  chiffres  ci-dessus  (PI.  XII)  forme  une  ligne  parfaitement 
droite;  si  on  la  prolongeait,  elle  couperait  I'axe  des  abscisses  a  15p.  c. 
d'alcool,  a  peu  pres;  c'est  a  dire  que  I'enzyme  cesserait,  a  ce  point, 
toute  action,  conclusion  que,  naturellement ,  il  ne  faudra  tirer  sans 
controler  par  des  essais  directs. 

Antiseptiques. 

On  part  souvent  de  la  supposition  erronnee  qu'on  pourra  distin- 
guer  une  action  purement  diastasique  d'une  action  purement  physio- 
logique  en  ajoutant  un  antiseptique  qui,  tout  en  laissant  intacte  I'en- 
zyme isolee  de  la  cellule  vivante,  tuerait  les  cellules  productrices  de 
Taction  physiologique.  Mais  souvent  les  substances  qu'on  introduit  ne 
sont  pas  meme  des  antiseptiques  proprement  dits.  D'autre  part,  il  y  a 
lieu  de  croire  que  beaucoup  d'enzymes  sont  tout  aussi  sensibles  vis-a- 
vis de  certains  antiseptiques  que  la  cellule  vivante.  Le  fait  est  que  toute 
generalisation  est  impossible  ici.  Tout  comme  il  y  a  des  poisons 
specifiques  pour  les  cellules  vivantes  diverses,  il  y  en  a  aussi  pour  les 
enzymes  diverses.  11  est  difficile,  en  ce  moment,  de  demontrer  I'ex- 
istence  de  lois  pour  ces  faits,  de  meme  que  Taction  de  la  plupart  des 
poisons  est  enigmatique. 

Les  resultats  negatifs  auxquels  arrivent  quelquefois  ceux  qui  etu- 
dient  les  enzymes  ou  qui  cherchent  a  en  demontrer  Texistence,  s'ex- 
pliqueront,  sans  doute,  souvent  par  Temploi  de  quelque  antiseptique 
qui  pr^vient  Taction  de  Tenzyme  en  question.  C'est  une  chose  que 
devrait  noter  Tenzymologie  future.  Dans  le  cas,  precisement,  que  nous 
allons  etudier,  on  aura  Texemple  de  la  plus  grande  sensibilite  vis-a-vis 
de  quelques-uns  des  antiseptiques  les  plus  communs  aux  recherches  des 
enzymes,  jointe  a  une  impassibilite  frappante  en  face  d'autres  anti- 
septiques. 

On  comprendra  de  ce  qui  precede  qu'apres  avoir  fait  Texperience 
de  Tinfluence  retardatrice  sur  quelques  enzymes,  j'en  suis  vite  venu  a 
faire  mes  essais  de  peu  de  duree  sans  addition  d'antiseptique.  Une  ob- 
servation faite  par  hasard  m'a  conduit,  plus  tard,  a  etudier  particuliere- 
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ment  Pinfluence  du  toluol ,  et  des  considerations  purement  theoriques 
m'ont  engage,,  en  partie,  a  faire  du  formol  le  sujet  de  recherches  spe- 
ciales.  Ge  que  j'ai  a  communiquer  la-dessus  est  assez  fragmentaire ; 
une  partie  en  a  ete  publiee  avant^).  Gependant  j'ai  plusieurs  observa- 
tions nouvelles  et  non  pas  depourvues  d'interet  a  soumettre. 

Voici  ma  premiere  observation:  un  extrait  de  malt  laisse,  pendant 
7  jours,  a  0^.  dans  un  seau  a  glace  et  sature  de  thymol,  dont 
1  p.  c.  au  plus  est  soluble,  avait  tout  a  fait  perdu  son  pou- 
voir  fermentatif  trypsique,  quoique,  autrement,  il  fut  absolument 
clair,  et  sentit  bon.  D'autres  essais  (v.  p.  152)  m'ont  appris  qu'au  con- 
traire,  des  extraits  de  malt  places  de  meme  a  0^,  mais  sans  addition 
aucune,  conservaient  leur  pouvoir  fermentatif  presque  entier  pendant  le 
meme  espace  de  temps.  J'ai  alors  examine ,  dans  une  serie  d'essais 
(essais  nos.  519 — 534)  simultanes  Taction  de  divers  antiseptiques.  Au 
bout  de  2  heures,  a  47^,  j'ai  obtenu  des  composes  non  precipitables 
par  Tacide  tannique  comme  suit: 

diminuiion 

sans  antiseptiques 9.96  milligrammes  d'Az       „ 

sature  de  thymol 6.72  —  —  3.24 

—  -    chloroforme 5.82  —  —  4.14 

avec   1   p.  c.  de  formol 3.20  —  —  6.76 

—  1     —    d'acide  benzoique.  .2.16  —  —      7.80 

—  I     —        —      salicylique .  .    0.92  —  —     9.04 

L'influence  retardatrice  de  ces  deux  derniers  corps,  qui  ne  sont 
pas  des  antiseptiques  tres  energiques,  tient,  sans  doute,  a  ce  qu'ils  ont 
provoque  une  precipitation  au  liquide  laquelle  probablement  a  entraine 
la  plupart  des  enzymes;  peut-etre  aussi  ont-ils  transforme  la  proteine  en 
un  corps  non  fermentescible.  En  effet,  des  essais  de  brassage,  dans 
lesquels  je  n'entrerai  pas  ici^),  ont  fait  preuve  d'une  proteolyse  forte- 
ment  activee  par  I'addition  d'acide  salicylique  a  0.2  p.  c.  dans  des  cir- 
constances  oil  celui-ci  a  clairement  agi  en  sa  quahte  d'acide,  y  etant 
en  quantite  trop  petite  pour  jouer  le  role  d'un  precipitant.  Mais  on 
voit  que  le  thymol,  aussi  bien  que  le  chloroforme  et  que,  surtout,  le 
formol,  ont  eu  un  effet  tr^s  retardateur  sur  la  proteolyse. 

J'ai  encore  fait  des  recherches  sp6ciales  sur  la  maniere  dont  se 
comporte  la  proteolyse  par  rapport  au  formol  et  au  toluol. 

Formol.  J'emploie  la  solution  de  formol  ou  de  formaline  du  com- 
merce contenant  environ  40  p.  c.  d'aldehyde  formique. 


^)  Fr.Weis:  Zeitschr.  f.  physiol.  Ghemie  XXXI,  84  (1900). 
-j  Voir  Fr.Weis:  ibid.  p.  92— 93. 
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/''''*  Serie  (Essais  nos.  549 — 566).  L'objet  de  ces  essais  est  de 
rechercher  Tinfluence  de  doses  differentes.  Pour  que  le  formol  ne 
s'echappe  pas,  les  fioles  sont  pourvues  de  bouchons.  Voici  quel  est  le 
dedoublement  d'azote  (c'est  a  dire  la  quantite  d'azote  echappant  a  la 
precipitation  par  I'acide  tannique)  qui  a  eu  lieu  au  bout  de  deux 
heures,  a  47^: 

milligrammes  d'Az 

Sans  formol 10.16 

parl'addit.de  Igoutte^ide  formol  =  env.  0.05  p.c.d"aldehydeformique  6.28 
_       -    2     —  —        =  -      0.10   -         —  —         6.34 

—  -    4     —  —        =  -      0.20   —         —  -  4.96 

—  -    6     -  —        =  -      0.30   —         —  —        4.16 

—  -    8     —  —        =  -      0.40   -         -  -         3.82 

—  -  10     —  -        =  -      0.50  —        —  -        3.12 

—  -  12     —  —        =  -      0.60  —         —  —        2.54 

Ce  qui  est  surprenant  c'est  Teffet  enorme  de  I'addition  de  0.05  p.  c. 
d'aldehyde  formique  (v.  la  courbe  la  plus  basse  de  la  planche  XII).  — 

ZP  Serie  (Essais  nos.  535  —  548).  L'objet  de  ces  essais  est  la  re- 
cherche de  la  vitesse  avec  laquelle  agit  une  certaine  quantite,  en  ce 
cas-ci  1  p.  c. ,  de  formol  (=0.4  p.  c.  d'aldehyde  formique).  En  effet, 
il  est  possible  que  toute  action  fermentative  s'arrete  au  bout  d'un  cer- 
tain temps  par  suite  de  la  decomposition  de  toute  enzyme;  il  est  pos- 
sible aussi  qu'une  partie  de  I'enzyrae  reste  intacte  pendant  toute  la 
duree   de    I'experience.     Seul   precipitant:    I'acide    tannique.     Tempera- 

Sans  formol  Avec  du  formol 

milligrammes  milligrammes 

y  a  3.82  d'Az  dedouble     1.12  d'Az  dedouble 
~  ,  -  2.14 

—    10.16  —  2.46  — 

Ces  resultats  semblent  indiquer  que  la  quantite  totale  d'enz^Tne  a 
ete  detruite  successivement  et  que  Textrait  de  malt,  grace  a  1  p.  c.  de 
formol,  aura  perdu  tout  pouvoir  fermentatif  au  bout  d'une  heure  (v. 
cependant  Essais  p.  224).  —  II  serait  interessant  d'examiner  si  I'extrait 
pourra  reprendre  son  pouvoir  fermentatif,  si  on  en  chasse  tout  le  for- 
mol par  la  chaleur.  J'aurais  ete  dispose  a  repondre  par  la  negative 
si,  au  sujet  d'autres  enzymes,  la  litterature  ne  donnait  des  indications 
dans  le  sens  contraire. 


ture 

de 

47^: 

Au 

bout 

de 

1 

9 

heure  il 

_ 

_ 

heures 

^)  1*^  contient  40  de  ces  gouttes.   Comme  a  rordinaire.  le  liquide  a  essayer 
consiste  en  10*^*^  d'extrait  de  malt  -f- 10*^*^  de  solution  de  proteine. 
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Suivant  Benedicenti^),  differentes  substances  albuminoVdes  (fibrine, 
serum  du  sang,  caseine,  ovalbumine,  gelatine),  soumises  a  I'action  pro- 
longee  d'aldehyde  formique,  subissent,  entre  autres  changements,  celui 
de  devenir  indigestibles  tant  a  la  pepsine  qu'a  la  trypsine,  I'aldehyde 
formique  se  reunissant  a  ces  corps  pour  former  des  composes  nou- 
veaux.  En  chauffant  dans  un  courant  de  vapeur,  on  pourra  Ten  se- 
parer  de  nouveau,  les  substances  proteiques  reprenant  ainsi  leurs  pro- 
prietes  primitives.  Des  auteurs  posterieurs  ont  trouve,  cependant,  que, 
quant  a  la  pepsine,  I'aldehyde  ne  fait  qu'en  retarder  Taction,  sans 
I'arreter  completement.  Et  recemment  Leo  Schwarz  („Ueber  Ver- 
bindungen  der  Eiweisskorper  mit  Aldehyden")^)  est  venu  confirmer 
cette  maniere  de  voir.  II  fait  agir  Paldehyde  formique  en  petite  quan- 
tite  („quelques  gouttes  d'une  solution  de  formol")  et  en  des  temps  di- 
vers (de  flSehr  kurz  bis  2  Monate")  sur  des  albuminoVdes  du  serum. 
II  se  forme  de  la  serumalbumine  de  methylene  contenant  relativement 
plus  de  carbone  et  moins  d'azote  que  la  serumalbumine  primitive  et 
ne  coagulant  plus  a  Pebullition.  II  soumet  ce  corps  a  une  digestion 
partie  avec  de  la  pepsine  +  de  I'acide  chlorhydrique,  partie  avec  de  la 
trypsine  +  du  carbonate  de  sodium ;  a  titre  de  controle  il  laisse  agir 
les  memes  enzymes  sur  des  filaments  fibrineux.  Gomme  criterium  de 
la  digestion,  il  se  sert  de  la  reaction  du  biuret.  Mais  qu'il  se  servit 
de  preparations  contenant  de  Taldehyde  libre  ou  non  les  essais  avec 
la  trypsine  ne  donnaient  jamais  la  reaction  du  biuret,  pas  meme  au 
bout  de  24  heures,  tandis  que  les  essais  avec  la  pepsine  montraient 
toujours  cette  reaction  au  bout  de  tres  peu  de  temps.  Schwarz  en 
conclut  que  I'aldehyde  formique  transforme  I'albumine  de  maniere  a 
la  rendre  inattaquable  par  la  trypsine  (mais  non  pas  par  la  pepsinej. 
A  ce  propos  il  cite  Bliss  elNovy  qui,  ayant  fait  des  recherches  sys- 
tematiques  sur  I'influence  de  I'aldehyde  formique  sur  les  enzymes,  de- 
clarent  que  la  trypsine  se  detruit  facilement  tandis  que  la  pepsine  resiste, 
pendant  des  semaines,  a  jusqu'a  5  p.  c.  d'aldehyde  formique  —  encore 
un  exemple  de  la  reaction  sp^cifique  des  antiseptiques  divers  sur  les 
enzymes. 

Ces  donnees  m'ont  conduit  a  faire  des  recherches  analogues  sur 
Paction  de  I'aldehyde  formique  sur  la  proteine  de  froment  et  les  ex- 
traits  de  malt.     Voici  ces  essais: 

//P  Serie  (Essais  nos.  1955  a— 1962  a,  1981  —  1994).  Le  2  avril 
1901,  j'ai  place  dans  un  lieu  tranquille  deux  fioles  contenant  chacune 
100^^  d'une   solution   de   proteine   (2  p.  c.)    dans    une   solution  d'acide 


1)  A.  Benedicenti:  Arch,  fur  Anat.  u.  Physiol.  Phys.  Abt.,  p.  219  (1897). 

2)  Leo  Schwarz:  Zeitschr.  fCir  physiol.  Chemie  XXXI,  460  (1901). 
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lactique.  L'une  d'elles  a  laquelle  on  avait  ajoute  2  p.  c.  de  formol,  est 
fermee  d'un  bouchon  de  liege.  L'autre,  exempte  de  formol,  est  steri- 
lisee  en  la  chauffant  au  bain-marie  en  ebullition,  et  pourvue  d'un  bou- 
chon de  coton.  Toutes  les  deux,  soumises  a  la  temperature  ambiante, 
restent  parfaitement  limpides.  —  Le  3  mai,  a  3  heures  du  soir,  deux 
parties  du  meme  extrait  frais  de  malt  ont  6te  plac^es  dans  I'armoire 
glaciere;  a  l'une  on  a  ajoute  2  p.  c,  de  formol,  a  l'autre  rien.  Le 
lendemain  I'echantillon  au  formol  presentait  une  leinte  opalisante,  etant 
d"une  nuance  un  peu  plus  claire  (evidemment  le  formol  avait  detruit 
les  oxydases)  que  l'autre,  reste  parfaitement  translucide  et  gardant  son 
odeur  fraiche.  Le  4  mai,  on  a  fait  les  essais  en  melant  les  diff6rents 
echantillons  (v.  plus  loin).  Pour  etre  court,  on  designera  dans  la  suite 
I'extrait  de  malt  contenant  du  formol  par  edm.  +,  celui  qui  n'en  con- 
tient  pas  par  edm.  -f-  et,  d'une  maniere  analogue,  les  solutions  de  pro- 
teine  par  prot.  -f  et  prot.  -j-.  Pendant  les  essais  actifs,  qui  duraient 
1  heure  45  minutes,  a  50^,  des  differences  caracteristiques  se  sont 
manifestees  entre  les  essais  avec  et  sans  formol.  Dans  le  premier  cas, 
il  y  avait  formation  d'un  coagulum  abondant  ou  d'un  precipite  en 
croute;  dans  l'autre  cas,  il  n^y  avait  ni  coagulum,  ni  precipite.  Nous 
indiquerons,  dans  une  colonne  a  part,  ces  differents  phenomenes  par 
les  signes:  +  G,  +  P,  -r-  G,  -v-  P.  On  s'est  servi,  comme  precipi- 
tants,  tant  du  chlorure  stanneux  que  de  Tacide  tannique.  L'extrait  de 
malt  contenait,  en  10<=S  21^^.04  d'azote  total  dont  13^^.64  avaient 
echappe  a  la  precipitation  par  le  chlorure  stanneux,  ll™s.08  a  celle 
par  I'acide  tannique.     Get  extrait  etait  d'une  action  tres  energique. 


Phenomene 

Az  du  liq. 
filtre  du 

Az 

Az  du  liq. 
filtre  de 

Az 

de 
coagulation 

chlorure 
stanneux 

dedouble 

I'acide 
tannique 

dedouble 

mg. 

mg. 

mg. 

mg. 

edm.  -f-  prot.  -j-. . . . 

-v-G^P 

4L24 

24.80 

22.68 

11.64 

edm. -V- prot.  -}-••.• 

+  P 

24.74 

8.30 

13.68 

2.64 

edm.  +  prot. -j-. . . . 

+  G 

25.76 

9.32 

12.92 

1.88 

edm.  +  prot.  -[-•••. 

+  4-G 

19.84 

3.40 

11.48 

0.44 

On  chauffe  alors  pendant  20  minutes  au  bain-marie  en  ebullition 
la  moitie  de  la  solution  de  proteine  contenant  du  formol  pour  en 
chasser,  si  possible,  du  formol;  puis  on  I'expose,  pendant  1  heure 
45  minutes,  a  la  temperature  de  52^,  a  Taction  d'une  partie  de  l'ex- 
trait de  malt  exempte  de  formol  (edm.  -i-  prot.  +  chauffe).  A  titre  de 
comparaison,    on   fait    agir  l'extrait   de   malt,    simultanement,    sur   une 
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solution  de  proteine  sans  formol  (edm.  -i-  prot.  -f-)  et  sur  une  autre 
avec  du  formol  mais  dont  on  n'a  pas  expulse  de  formol  par  la  chaleur 
(edm.  -f-  prot.  +  non  chauffe). 


Az  du  liq.  fil- 
tre  du  chlo- 
rure  stann. 


Az 
dedouble 


Az  du  liq.  fil- 

tre  de  Tacide 

tannique 


Az 

dedouble 


edm.  ~-  prot.  -j- 

edm.  -^-  prot,  -J-  non  chauffe 
edm.  -r-  prot.  +,  chauffe .... 


48.44 


27.68 


mg. 

32.00 

7.20 

11.24 


mg. 

23.12 

5) 

14.44 


mg. 

12.08 
3.40 


Je  n'entretrai  pas  dans  la  discussion  des  phenomenes   de  coagula- 
tion  caracteristiques .    que  je   ne   note  qu'en  vue  d'autres  questions  ou 
ils  seront  d'un  certain  interet.    Mais  il  resulte  clairement  de  ces  essais 
que  I'aldehyde  de  formol  a  la  meme  influence  tres  retardatrice ,    qu'on 
I'ajoute  a  la  solution   de   proteine   un   mois   d'avance   ou  a  I'extrait  de 
malt   un  jour   d'avance.     Si    on   I'ajoute   a   I'un   et  a  I'autre,    dans   la 
quantite  (2  p.  c.  de  formol)  de  ces  essais,  il  arrete  presque  toute  action 
proteolytique.     Son   influence   parait   etre    particulierement    grande    sur 
Factivite    revelee    par   la   precipitation    par   le  tannin:    la   tryptase.     Ge- 
pendant,   il  n'a,    comme   dans  les  essais  de  Leo    Schwarz,    aboh   ni 
I'activite  pepsique  ni  la  trypsique:   il  n'a  exerce  qu'une  influence  forte- 
ment  retardatrice  sur  toutes  les  deux.    La  supposition  la  plus  probable 
c'est  que  son  action  a  une  influence  affaiblissante,  proportionnelle  a  sa 
concentration,  sur  les  enzymes  memos,    et  non  pas  qu'il  soit  entr6  en 
combinaison  avec  la  proteine  pour  former  un  compose  inattaquable  par 
les   enzymes.     Ge   qui   frappe    c'est    I'influence    extremement    favorable 
qu'exerce  le  chauffage,  pendant  20  minutes,  de  la  solution  de  proteine 
a   laquelle    on   a   ajoute   du   formol.     La   aussi  je  suis  plutot  dispose  a 
expliquer  cet  efl'et  par  la  diminution  du  formol  par  suite  de  Fevapora- 
tion  d' aldehyde  formique  libre,    quoique    ce   que   dit  Benedicenti  (v. 
p.  222)    de   la    decomposition   de    proteine   et    d'aldehyde   formique   en 
chauffant  par  un  courant  de  vapeur,  fournisse  peut-etre  aussi  I'explica- 
tion  du  phenomene. 

Enfin  j'ai  examine  I'influence  prolongee  de  Faction  du  formol  sur 
le  pouvoir  fermentatif  proteolytique  d'un  extrait  de  malt.  Ainsi,  j'ai 
laisse  un  extrait  de  malt  avec  1  p.  c.  de  formol  dans  I'armoire  gla- 
ciere,  a  la  temperature  de  5^,  du  15  mai  au  15  novembre.  Le  pou- 
voir fermentatif  a  subi  les  changements  que  voici:  au  bout  de  2  heures 
d'action  sur  une  solution  de  proteine,  a  50^,  les  quantites  d'azote 
suivantes  se  sont  soustraites  aux  precipitations: 
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Azote  du  liquide  fllir^  i  la  precipitation 

par  le  chlorure  stanneux  par  Tacide  tannique 

Je   15  mai 23.94  milligrammes  12.20  milligrammes 

-    15  novembre  .      4.76  —  0.68  — 

On  en  voil  qu'au  bout  de  six  mois  le  pouvoir  fermentatif  trypsi- 
que  a  presque  cesse,  tandis  que  le  pouvoir  fermentatif  pepsique,  tout 
en  etant  tres  affaibli.  existe  encore  d'une  maniere  sensible. 

II  y  a  la,  on  le  voit,  bien  des  questions  pleines  d'interet  et  qu'il 
vaudrait  la  peine  de  reprendre  pour  les  soumettre  a  un  examen  ap- 
profondi. 

Toluol.  Parmi  les  antiseptiques  dont  je  me  suis  servi,  le  seul  qui 
ait  eu  une  influence  peu  retardatrice  sur  les  enzymes  proteolytiques 
des  extraits  de  malt,  c'est  le  toluol.  D'autre  part,  sa  valeur  antisepti- 
que  n'est  pas  toujours,  d'apres  mes  experiences,  particulierement  grande, 
surtout  aux  temperatures  favorables  au  developpement  des  bacteries. 
Mais,  ainsi  qu'il  resultera  des  essais  suivants,  c'est  un  agent  excellent 
pour  la  conservation,  aux  temperatures  basses,  de  la  propriete  proteo- 
lytique  et,  surtout,  de  la  propriete  pepsique  d'un  extrait  de  malt.  Le 
toluol  etant  insoluble  ou  peu  soluble  dans  I'eau,  la  quant ite  de  toluol 
ajoutee  n'est  guere  d'importance.  Ge  qui  est  important,  c'est  qu'on 
^sature"  de  toluol  tout  le  liquide  a  essayer  en  bien  secouant  la  masse. 
Une  telle  saturation  s'opere  le  plus  facilement  en  la  presence  d'une 
abondance  de  toluol.  Aussi  en  conservant  des  extraits  de  malt  est-il 
preferable  d'ajouter  assez  de  cette  substance  pour  qu'une  couche  de  toluol 
couvre  le  liquide. 

L'extrait  de  malt  servant  aux  essais  suivants  (Essais  nos.  2019  —  34, 
2231—34,2257—60)  contient,  en  10<=^  21"^g.23  d'azote  total.  On  s'en  est 
servi  partie  a  I'etat  frais  et  sans  addition  de  toluol,  partie  apres  I'avoir 
laisse,  pendant  8  jours,  dans  I'armoire  glaciere,  a  5^,  enfm  apres  I'y  avoir 
laisse  6  mois  durant.  Abandonne  a  lui-meme  dans  I'armoire  glaciere, 
il  reste  couvert  d'une  couche  de  toluol.  On  secoue  bien  la  masse  trois 
ou  quatre  fois  par  jour  pendant  les  premiers  huit  jours,  puis  trois  ou 
quatre  fois  seulement  pendant  les  six  mois  suivants.  Tandis "  qu'a  Tor- 
dinaire  les  extraits  de  malt ,  places  dans  I'armoire  glaciere  sans  addi- 
tion de  toluol ,  se  font  fortement  acides  en  se  troublant  au  bout  de 
3 — 4  jours,  celui-ci  s'est  conserve  parfaitement  frais  et  tout  limpide  au 
bout  de  8  jours ;  meme  au  bout  de  6  mois  il  a  I'air  tout  frais,  seule- 
ment de  teinte  un  peu  plus  foncee  et  avec  formation  d'un  precipite 
insignifiant.  On  en  essaie  le  pouvoir  fermentatif  par  le  procede  ordi- 
naire en  employant  10*=*^  d'extrait  de  malt  +  10^*^  de  solution  de  pro- 
teine  a  2  p.  c. ,    pendant  2  heures,    a  la  temperature  de  50^,  le  chlo- 
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rure  stanneux  et   I'acide   tannique   servant   de   precipitants.     Les   resul- 
tats  sont  reunis  dans  le  tableau  suivant: 


Pr^cipitati 
chlorure 

on  par  le 
stanneiu: 

Precipitation  par 
I'acide  tannique 

Az  du 

Az  de- 

Az  du 

Az  de- 

liq.filtre 

double 

liq.filtre 

double 

mg. 

mg. 

mg. 

mg. 

7  mai  1901,  extrait  de  malt  frais,  experience  passive  . . . 

16.32 

n 

9.92 

V 

03 

avec  0  gouttes  de  toluol 

40.26 

23.94 

22.12 

12.20 

_    2      -         - 

n 

n 

21.16 

11.24 

HI 

_   4      _          _ 

n 

» 

20.96 

11.04 

-    6     —         - 

38.24 

21.92 

20.60 

10.68 

.'O 

-    8      —         — 

» 

n 

20.04 

10.12 

<B 

-  10     —         — 

T) 

n 

20.60 

10.68 

15     —  apres  8  jours  avec  du  toluol  a  5°,  exper.  active^) 

38.98 

22.66 

19.49 

9.57 

7  nov.   —      6  mois  avec  du  toluol,  exper.  passive..,. 

16.28 

>» 

13.12 

n 

—        —     6    —        —        —              —       active  .... 

31.28 

15.00 

16.88 

3.76 

II  en  resulte  que  de  petites  quantites  de  toluol  exercent  une  action 
sensible,  quoique  minime,  sur  I'enzyme  pepsique  aussi  bien  que  sur 
I'enzyme  trypsique,  et  que  cette  influence  ne  s'accroit  guere  quand 
meme  la  quantite  de  toluol  augmente.  II  s'ensuit  encore  du  tableau 
que  le  pouvoir  pepsique  de  I'extrait  de  malt  n'est  pas  affaibli  du  tout 
au  bout  de  8  jours;  et  qu'au  bout  de  6  mois  il  conserve  environ  les 
^/s  de  sa  force  primitive:  pendant  ce  long  espace  de  temps  il  est, 
pour  ainsi  dire,  reste  en  suspens,  la  teneur  de  I'extrait  de  malt  en 
composes  azotes,  echappes  a  la  precitation  par  le  chlorure  stanneux, 
etant  restee  au  meme  point.  Quant  au  pouvoir  trypsique,  un  affai- 
blissemenl  commence  a  se  faire  sentir,  autant  qu'on  pent  en  juger, 
deja  au  bout  de  8  jours,  mais  tellement  peu  considerable  que  le  pou- 
voir trypsique  est  encore  apparent  (^/s  de  la  force  primitive  a  peu 
pres)  au  bout  de  6  mois  de  repos  de  I'extrait  de  malt.  Ge  pouvoir 
n'a  pas  6te  entierement  suspendu:  la  teneur  de  I'extrait  de  malt  en 
composes  azotes  qui  echappent  a  la  precipitation  par  I'acide  tannique 
a  sensiblement  augmente. 


^)  Le  temps  d'essai  a  ete,  pour  cette  experience,  2  heures  et  demie  au  lieu 
de  deux  heures.  Aussi  les  chiffres  trouves  ont-ils  ete  reduits  en  multi- 
pliant  par  Vs  en  supposant  Taction  proportionnelle  a  la  duree.  II  en 
r6sulte  une  erreur  qui  rend  moins  exacts  les  chiffres  de  cette  serie. 


227 

IV. 

Nature  et  mode  d'action  des  enzymes. 

A  tous  les  essais  decrits  plus  haut  on  a  opere  avec  un  extrait 
aqueux  de  malt  vert  au  stade  ou,  dans  la  fabrication  du  malt  de  la 
brasserie  de  Gamle  Garlsberg,  on  interrompt  la  germination  (c.  a  d.  au 
neuvieme  jour  de  germination).  Le  pouvoir  fermentatif  proteolytique 
de  cet  extrait  a  ete  mesure  par  Paction  qu'il  exerce  sur  une  solution 
de  proteine  de  froment  ou ,  par  exception,  sur  une  solution  de  legu- 
mine.  On  a  examine  la  dependance  de  la  proteolyse  —  surtout  aux 
phases  revelees  par  les  precipitations  par  le  chlorure  stanneux  et  par 
I'acide  tannique  —  de  facteurs  divers:  temperature,  temps,  quantite  de 
ferment,  concentration  de  la  proteine,  presence  de  matieres  etrangeres, 
correlations,  enfin,  entre  tous  ces  facteurs.  Gomme  la  proteine  de  fro- 
ment employee  est  cong^nere  des  matieres  proteiques  deposees  au  grain 
d'orge  comme  reserve  nutritive,  il  est  permis  de  supposer  que,  pendant 
la  germination,  la  proteolyse  a  I'interieur  du  grain  d'orge  suit  des  lois 
semblables  a  celles  que  j'ai  trouvees. 

Les  resultats  obtenus  ne  laissent  aucun  doute  que  la  proteolyse 
ne  soit  une  action  diastasique  qui,  par  consequent,  pent  se  passer  aussi 
en  dehors  de  la  cellule  vivante.  Un  assez  grand  nombre  de  questions 
se  presentent  maintenant,  auxquelles  je  vais  tacher  de  donner  des  r6- 
ponses  epuisant  plus  ou  moins  le  sujet. 

1*^   L'action   est-elle    causee    par   une   seule    enzyme    ou 

par  plusieurs  se  laissant  separer  ou  preparer  a  I'etat  pur? 

2oQuellesensontlesproprieles  physiques  etchimiques? 

3^    Quelles   sont  les  matieres  proteiques  qu'elles  pour- 

r  aient  dedou  bier? 

4''  Quels  sont  les  corps  qui  se  forment  pendant  leur 
action? 

5^  A  quel   moment  de    la    germination    paraissent-elles; 
6«  ou  se   trouvent-elles    deja,    a   I'etat   actif  ou   sous  la 
forme  de  proenzymes,  au  grain  d'orge  non  germe? 

Naturellement,  on  pourrait  augmenter  le  nombre  des  questions, 
mais,  quand  je  me  borne  a  celles-la,  c'est  que  je  pense  ne  pouvoir  donner, 
en  ce  moment,  des  contributions  qu'a  la  solution  de  ces  points-la. 

En  general,  je  n'ai  pas  suivi  de  plan  systematique.  II  faut  con- 
siderer  une  partie  de  mes  experiences  la-dessus  comme  des  digressions 
occasionnelles  de  mon  but  principal:  trouver  les  lois  generates  de 
la  proteolyse.  Parmi  ces  questions,  cependant,  il  y  en  a  d'un  attrait 
tenement  grand  que  j'en  ai  fait  I'objet  de  recherches  speciales. 
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L'ordre  chronologique  des  experiences  differe  de  I'ordre  que  je 
suis  en  communiquant  ici  mes  resultats.  En  effet,  je  crois  pratique  de 
faire  ressortir  d'abord  ce  qui  sert  a  elucider  les  questions  suivantes  et, 
pour  I'orientation  du  lecteur,  je  citerai  quelquefois  mes  conclusions 
avant  de  donner  les  resultats  experimentaux  sur  lesquels  je  fonde  ces 
conclusions. 

Je  commence  tout  de  suite  par  I'exposition  d'une  des  questions  le 
plus  pressantes  et  a  laquelle  j'ai  touche  plus  d'une  t'ois  dans  ce  qui 
precede : 

1.    Y  a-t-il  dans  I'orge  en  germination  plusieurs  enzymes  proteoly- 
tiques  se  laissant  separer  ou  preparer  a  I'etat  pur? 

J'ai  deja  repondu  a  cette  question  en  declarant  qu'a  mon  avis,  il 
y  en  a  deux,  au  moins:  une  enzyme  pepsique  et  une  enzyme  trypsi- 
que,  sans  parler  d'une  enzyme  coagulant  les  matieres  albuminoi'des  et 
qui,  comme  la  presure,  agit  sur  la  caseine  du  lait.  Sur  celle-ci,  j'ai 
publie  ailleurs  quelques  essais^).  De  meme,  j'ai  dit  plus  haut  qu'en 
parlant  d'une  enzyme  pepsique  et  d'une  enzyme  trypsique  j'entends  par 
la  des  enzymes  dont  la  premiere  ne  mene  le  dedoublement  de  matieres 
proteiques  qu'aux  albumoses  et  aux  peptones  ou  a  des  substances  pr6- 
cipitables  par  I'acide  tannique,  mais  imprecipitables  par  le  chlorure 
stanneux,  tandis  que  la  derniere  continue  le  dedoublement  de  ces  pro- 
duits  de  dedoublement,  de  maniere  a  former  des  composes  qui  se 
soustraient  non  seulement  a  la  precipitation  par  I'acide  tannique,  mais 
encore,  en  partie,  a  la  precipitation  par  I'acide  phosphotungstique  et  par 
I'acetate  uranique,  et  parmi  lesquels  on  trouve,  entre  autres  substances, 
des  quantites  considerables  d'ammoniaque,  ainsi  que,  dans  quelques  cas 
(a  la  digestion  de  fibrine)  des  groupes  donnant,  dans  une  solution 
aceteuse,  avec  de  I'eau  de  brome,  la  reaction  de  tryptophane.  Je  re- 
viendrai  plus  tard  sur  la  caracterisation  particuliere  de  ces  enzymes. 
J'exposerai  tout  de  suite  les  raisons  de  mon  assertion.  Puis  j'exa- 
minerai  si  les  deux  enzymes  sont  a  meme  d'agir  independamment  Tune 
de  I'autre,  ou  s'il  y  a,  entre  elles,  une  dependance  mutuelle. 

II  resulte  de  ce  qui  a  ete  dit  dans  la  partie  precedente  (III)  que 
la  proteolyse  presente  deux  phases,  au  moins,  ou  qu'elle  consiste  en 
deux  activites  qui  font  voir  des  rapports  de  dependance  un  peu  diffe- 
rents  vis  a  vis  des  facteurs  exterieurs.  Ainsi  on  trouve  une  difference 
frappante  en  examinant  I'influence  de  la  temperature  sur  les  deux  ac- 
tivites qui  se  revelent  par  les  precipitations  par  le  chlorure  stanneux  et 
par   I'acide   tannique   (v.  p.  167  ss.).      Ce   n'est   pas   seulement    que   les 


1)  Fr.  Weis:  Zeltschr.  fur  physiol.  Ghemie  XXXI,  96  (1900). 
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deux  courbes  de  temperature  varient  beaucoup  de  forme,  mais  les 
minima  et  les  optima  se  trouvent  a  des  temperatures  diverses,  ainsi 
que  j'ai  fait  observer  p.  174  (v.  aussi  PI.  I). 

Si  Ton  suit  la  proteolyse  pendant  un  temps  tres  long,  on  voit 
une  difference  frappante  entre  le  cours  des  deux  actions.  A  des  con- 
centrations faibles  de  proteine  (1  p.  c).  Tune  (la  pepsique)  a  atteint 
son  maximum  au  bout  d'environ  3—6  heures,  tandis  que  Tautre  (la 
trypsique)  se  passe  plus  lentement  pour  commencer,  mais,  d'autre 
part,  se  continue  d'une  maniere  uniforme  jusque  vers  les  48  heures, 
periode  ou  les  courbes,  indiquant  les  deux  actions,  se  coupent  presque. 
Quand  meme  on  emploie  des  concentrations  plus  fortes  de  proteine 
(2^/2  et  5  p.  c.) ,  la  courbe  pepsique  se  caract6rise  toujours  par  son 
accroissement  tres  rapide,  pendant  la  premiere  heure  presque  perpen- 
diculaire,  mais  qui  s'incline  relativement  vite  et  d'une  maniere  tres 
prononcee  vers  I'axe  des  abscisses,  tandis  que  la  courbe  trypsique 
monte  moins  rapidement  pour  commencer,  mais  continue  pendant  un 
temps  assez  long  dans  la  meme  direction.  —  H  y  a,  naturellement, 
un  rapport  de  dependance  mutuelle  entre  les  deux  actions.  Tune  des 
courbes  etant,  en  partie,  determinee  par  I'autre,  rapport  sur  lequel  je 
vais  revenir. 

II  resulte  encore  de  mes  essais  sur  I'influence  qu'exercent  sur  la 
proteolyse  les  matieres  etrangeres,  que  les  deux  phases  de  celle-ci  en 
sont  influees  a  un  degre  assez  different,  c'est  a  dire  qu^elles  ne  se  de- 
roulent  pas  egalement  bien  dans  le  meme  milieu.  C'est  ce  qu'on  pourra, 
sans  doute,  observer  particuherement  bien  en  ajoutant  des  quantites 
diff6rentes  d'acides ,  qui  jouent  un  si  grand  role  comme  agents  zymo- 
plastiques.  Malheureusement  je  n'ai,  jusqu'a  present,  examine  I'influence 
des  acides  que  sur  I'une  des  deux  actions,  la  trypsique.  Mais  les  indi- 
cations que  donnent  mes  essais  sur  I'influence  des  alcalis  portent  a 
croire,  ce  que  prouvent  a  I'evidence  les  essais  sur  I'influence  d'anti- 
septiques,  que  la  meme  substance  agit,  a  un  degre  tres  different,  sur 
les  deux  actions. 

L'hydrate  de  sodium  aussi  bien  que  le  carbonate  de  sodium  neutre 
ont  beaucoup  moins  de  pouvoir  zymoplastique,  suppose  qu'en  general 
ils  en  aient  (j'ai  deja  dit,  a  la  p.  204,  qu'on  n'a  pas  examine  ce  qui 
se  passe  en  milieu  neutre),  que  les  acides  exammes;  et  I'addition  d'un 
tout  petit  peu  d'alcali  empeche  completement  la  proteolyse.  Geci  est 
le  cas,  particuherement,  pour  Paction  trypsique,  paralysee  aux  moindres 
doses  d'alcah  a  un  tel  point  qu'elle  cesse  completement  a  une  concen- 
tration egale  a  une  liqueur  titree  normale  alcaline  au  40*^". 

A  la  p.  219  et  suivantes  j'ai  decrit,  en  detail.  Paction  qu'exercent 
des  antiseptiques,    surtout  le  formol  et  le  toluol,    sur   la   propriete  pro- 
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t^olytique  de  I'extrait  de  malt.  Je  me  bornerai  ici  a  relever  quelques 
traits  particulierement  frappants. 

En  regardant  le  rapport  entre  le  dedoublement  pepsique  et  le 
trypsique  au  bout  d'un  temps  pen  etendu  —  2  heures  —  si  on  n'a 
ajoute  ni  antiseptique  ni  autre  substance  nuisible,  on  verra  qu'il  est,  a 
I'ordinaire,  comme  ^/i,  c'est  a  dire  qu'au  courant  de  ce  temps  il  s'est 
soustrait  deux  fois  autant,  a  peu  pres,  d'azote  a  la  precipitation  par  le 
chlorure  stanneux  qu'a  la  precipitation  par  I'acide  tannique.  Mais  si 
Fon  a  ajoute  des  antiseptiques,  ou  surtout  si,  avant  de  faire  I'essai,  on 
a  soumis,  pendant  quelque  temps,  I'extrait  de  malt  a  Taction  d'un 
antiseptique,  ce  rapport  se  rompt  presque  toujours,  le  dedoublement 
trypsique  s'affaiblissant  beaucoup  plus  que  le  dedoublement  pepsique  ou 
finissant  par  s'arreter  presque  entierement  (v.  Essais  p.  223  et  226). 
Ainsi,  tandis  que,  dans  un  extrait  de  malt  laisse,  pendant  six  mois,  avec 
du  toluol,  le  pouvoir  pepsique  n'avait  abaisse  qu'a  ^/s,  a  peu  pres,  de 
sa  force  primitive,  le  pouvoir  trypsique  etait  descendu  a  ^/s.  Dans  un 
autre  echantillon  du  meme  extrait  de  malt,  laisse,  pendant  le  meme 
temps,  avec  du  formol,  I'affaiblissement  avait  atteint  environ  Vs  et  ^/is 
du  pouvoir  fermentatif  primitif,  ou  le  rapport  entre  le  pouvoir  pepsique 
et  le  pouvoir  trypsique  etait,  dans  la  preparation  de  toluol,  d'environ 
4  a   1,  dans  la  preparation  de  formol,  de   7  a   1. 

Ges  faits  me  semblent  parler  en  faveur  de  I'existence  de  deux 
causes,  au  moins,  des  differentes  phases  de  la  proteolyse,  et  si  Ton 
part  de  I'avis  que  Paction  est  diastasique  —  ce  qui  revient  a  dire 
qu'on  n'en  connait  pas  la  vraie  cause  —  et  si  Ton  considere  que  les 
enzymes  sont  des  unites  soit  chimiques  soit  physiques,  c'est  a  dire 
qu'elles  sont,  ou  des  individus  chimiques  d'une  constitution  particuliere 
ou  des  vibrations  moleculaires  d'une  qualite  determinee,  il  me  semble 
logiquement  necessaire  de  rapporter  les  actions  diverses  a  des  enzymes 
diverses:  a  deux,  au  moins.  Tant  que,  pour  les  enzymes,  on  n'a 
d'autre  criterium  qu^  leurs  effets,  il  faudra  supposer  I'existence  d'une 
enzyme  speciale  pour  chaque  action  sp§cifique  qui  se  passe  d'apres 
des  lois  bien  determinees.  On  pourrait  se  figurer,  il  est  vrai,  qu'une 
seule  et  meme  enzyme  pourrait  exercer  des  effets  differents  d^dou- 
blant  des  molecules  differentes  (on  connait  tres  bien  de  ces  enzymes, 
par  exemple,  I'emulsine  et  la  myrosine).  Mais  si  le  dedoublement 
d'une  molecule  suit  des  lois  tout  autres  que  fait  le  dedoublement 
d'autres  molecules,  ou  si  un  extrait  de  malt,  par  suite  d'influences 
exterieures  diverses,  perd  completement  ou  presque  completement  le 
pouvoir  de  provoquer  certains  dedoublements ,  tout  en  conservant 
presque  intact  le  reste  de  ses  fonctions,  c'est  un  phenomene  dont 
on   trouve   I'explication   la   plus   naturelle   en    supposant  que  ce  facteur 
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ext^rieur   detruit   ou    affaiblit   quelqiie  enzyme,    sans  agir  de  meme  sur 
d'autres  enzymes. 

Ge  qui  parle  en  faveur  de  cette  maniere  de  voir  plus  encore  que 
tout  ce  que  je  viens  de  dire ,  ce  sont  les  resultats  d'une  petite  serie 
speciale  d'essais.  A  plusieurs  reprises,  j'avais  essaye  de  faire  une 
preparation  d'enzyme  seche  en  ajoutant  a  un  extrait  de  malt  aqueux 
3 — 4  fois  son  volume  d'alcool  absolu.  Le  precipite,  separe  par  filtra- 
tion, etait  lave  a  sec  a  I'alcool,  puis  seche  dans  le  vide  sur  de  I'acide 
sulfurique.  Apres  I'avoir  redissous  dans  de  I'eau,  on  en  a  essaye  le 
pouvoir  proleolytique,  comme  a  I'ordinaire,  en  le  faisant  agir  sur  une 
solution  de  proteine  faiblement  acidulee  par  de  I'acide  lactique.  Aux 
premiers  essais  je  n'y  employais,  comme  precipitant,  que  I'acide  tan- 
nique.  Les  traits  de  pouvoir  fermentatif  (trypsique)  obtenus  ainsi 
etaient  nuls  ou  tellement  petits  que  j'etais  plutot  dispose  a  les  consi- 
derer  comme  causes  par  des  erreurs  experimentales  et  a  accepter  I'im- 
possibilite  de  produire  ainsi  une  preparation  d'enzyme  active. 

Plus  tard,  j'ai  procede  d'une  maniere  un  peu  diff6rente.  J'ai  fait 
digerer  440  s^  de  malt  vert  ecrase  avec  440^^  de  glycerine  +  150*^^^ 
d'eau.  Apres  des  agitations  repetees,  le  melange  a  6te  laisse  dans 
I'armoire  glaciere  pendant  deux  fois  vingt-quatre  heures.  Puis,  on  I'a 
pressure.  Le  liquide  obtenu  ainsi  est  jete  sur  un  filtre  et  laisse  dans 
I'armoire  glaciere  pendant  vingt-quatre  heures.  On  a  obtenu  ainsi 
400 '^^  de  liquide  filtre  clair.  On  en  a  verse  300*^*^  en  filet  mince 
dans  2  litres  d'alcool  absolu.  Le  precipite  forme  est  separe  par  filtra- 
tion sur  un  appareil  de  Biichner.  On  le  lave  a  I'alcool  absolu  (pour 
enlever  I'eau  et  la  glycerine);  on  le  seche  sur  le  filtre,  a  I'air.  Le 
lendemain,  on  le  pulverise:  on  le  lave  de  nouveau  a  Talcool  absolu. 
On  le  laisse  secher  a  Pair  jusqu'au  lendemain.  Enfin,  on  le  seche 
dans  le  vide,  sur  de  I'acide  sulfurique,  pendant  10  jours.  Le  produit  total 
obtenu,  pesant  4?^,  consistait  en  une  poudre  blanche  d'une  teinte  jaunatre. 
On  fait  digerer  Os^.5  de  cette  poudre  avec  lOO'^*^  d'eau  et  Os^.l  d'acide 
lactique;  on  chauffe  a  50^,  et  on  laisse  le  melange  dans  I'armoire 
glaciere  jusqu^au  lendemain.  On  separe  par  filtration  la  partie  en  so- 
lution (Enz.-Aq.).  On  traite  le  residu  avec  de  la  glycerine,  qui  le 
dissout  presque  completement.  On  filtre  cette  solution  (Enz.-Glyc.) 
avant  de  s'en  servir.  On  mesure  le  pouvoir  fermentatif  proteolylique 
des  deux  solutions  en  faisant  agir,  pendant  2  heures,  a  50^,  sur  des 
volumes  egaux  d'une  solution  de  proteine  a  2  p.  c.  dans  de  I'acide 
lactique  a  0.4  p.  c. ,  ce  qui  donne  aux  liquides  a  essayer  une  teneur 
en  acide  lactique  de  2.5  p.  m.  et  2  p.  m.  respectivement.  Comme 
precipitants,  on  se  sert  d'acide  tannique  et  de  chlorure  stanneux.  Les 
resultats  se  voient  des  tableaux  suivants: 
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Precipitation 
par 


Az  du  liquide  filtre 


au  bout 

de  2  heures 
mencer  ^  5Q0 


pour  com- 


Az  de- 
double 


Enz.-Aq. . 
Enz.-Glyc. 


le  chlorure  stann. 
I'acide  tannique 
le  chlorure  stann. 
Facide  tannique 


mg 
2.44 

1.28 
2.10 
0.70 


mg 

5.64 

1.28 

2.10 

0.40 


mg 

3.20 
0.00 

0.00 
0.30 


Comme  auparavant,  Taction  de  la  phase  revel6e  par  le  tannin 
est  nulle  (le  chiffre  negatif  d'^Az  dedouble"  du  dernier  essai  doit  etre 
attribue  a  des  erreurs  experimentales),  tandis  que  Taction  pepsique  est 
assez  considerable,  vu  la  concentration  de  la  solution  diastasique  (je 
reviendrai  tout  a  Theure  sur  ce  dernier  point). 

Apres,  j'ai  fait  encore  une  serie  d'essais  avec  la  meme  prepara- 
tion en  employant,  pourtant,  une  concentration  double  de  Tenzyme 
(1  p.  c),  obtenue  en  traitant  la  preparation  seche  d'enzynae,  pendant 
une  demi-heure,  a  45^,  avec  de  Teau  faiblement  acidulee  par  de 
Tacide  lactique.  La  solution  a  ete  mise  en  usage  tout  de  suite  apres 
la  filtration.  De  peur  que  la  preparation  ne  fut  trop  pauvre  en  cendres, 
on  y  a  ajoute  ^/2  p.  c.  de  chlorure  de  sodium.  Pour  le  controle ,  on 
a  chauffe  une  partie  de  la  solution  a  100^  pour  detruire  Tenzyme. 
Puis  on  melange,  comme  auparavant,  la  partie  non-bouillie  et  la  partie 
bouillie  avec.  la  solution  de  proteine ,  laissant  reposer  les  melanges, 
a  50^,  pendant  2  heures.     En  voici  les  resultats: 


Precipitation 
par 


Az  du  liquide  filtr6 


pour  com- 
mencer 


au  bout 

de  2  heures 

a  500 


Az  de- 
double 


Solut.  d' enzyme  non  bouillie 


Solution   d'enzyme  bouillie 


le  chlorure  stann. 
Tacide  tannique 
le  chlorure  stann. 
Tacide  tannique 


mg 

4.32 

1.78 
4.08 
1.72 


mg 

12.10 
2.92 
4.24 
1.84 


mg 

7.78 
1.14 
0.16 
0.12 


Tandis  que  les  traits  de  la  solution  d'enzyme  bouillie  sont  du 
ressort  des  erreurs  experimentales,  la  solution  non  bouillie  fait  preuve 
d'une  action  trypsique  prononcee.  Mais,  proportionnellement  a  la  con- 
centration  des   enzymes.    Taction    pepsique    a  double,    comparee  a  celle 
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du  premier  essai.  Elle  n'est  pas  beaucoup  plus  faible  que  raction 
correspondante  d'un  extrait  de  malt  frais^). 

Ainsi  quand  meme  Factivite  trypsique  n'a  pas  et6  entierement  sup- 
primee,  le  rapport  entre  les  pouvoirs  fermentatifs  pepsique  et  trypsique 
est  de  ^•''Vi.14  =  environ  Vi  compare  au  rapport  ordinaire  de  ^i ,  en 
d'autres  mots:  I'affaiblissement  du  pouvoir  fermentatif  trypsique  est  en- 
core plus  grand  qu'a  I'addition  d'antiseptiques  a  un  extrait  de  malt. 

II  est  done  naturel  de  conclure  que  des  deux  enzymes  proteo- 
lytiques  dont  je  crois  avoir  demontr^  Texistence  dans  un  extrait  de 
malt,  une  seule  s'obtient  sans  affaiblissement  notable  a  la  precipitation 
ordinaire  par  I'alcool  absolu.  Probablement  I'alcool  en  detruit  I'autre,  ce 
qui  s'accorde  avec  le  fait  (v.  pp.  218— 19)  que  la  phase  trypsique  de  la 
proteolyse  est  considerablement  retardee  par  I'addition  d'alcool,  et  cela 
proportionnellement  a  la  force  croissante  des  concentrations  de  cette 
substance.  11  serait  tres  interessant  de  rechercher  quelle  est  Taction 
qu'exerce  I'alcool  sur  la  phase  pepsique  de  la  proteolyse.  Peut-etre 
I'addition  d'alcool  empecherait-elle  le  dedoublement  au-dela  de  la  for- 
mation d'albumoses  et  de  peptones.  —  Peut-etre  aussi  sommes-nous 
en  bonne  voie  pour  arriver  a  la  separation  complete  des  deux  enzymes 
et  a  la  preparation  a  I'etat  pur  de  I'une  d'elles. 

La  preuve  absolument  sure  de  I'existence  de  deux  enzymes  de- 
manderait  la  separation  complete  de  leurs  actions.  A  cet  egard,  mes 
essais  ne  sont  pas  tout-a-fait  satisfaisants.  G'est  aussi  une  question  si 
I'une  des  enzymes  pourra  agir  tout  independamment  de  I'autre,  ou  s'il 
existe  entre  elles  un  rapport  de  dependance  soit  unilaterale  soit  mutuelle. 
Mes  essais  semblent  indiquer  que  I'enzyme  pepsique  pent  agir  sans  le 
concours  de  la  trypsique,  mais  jusqu'a  quel  point  celle-ci  exerce  sur 
I'autre  une  influence  favorable  ou  une  influence  retardatrice,  c'est  ce 
qui  ne  resulte  pas  clairement  de  mes  essais.  Gependant,  je  suis  dis- 
pose  a   croire   qu'il   faut   que    I'enzyme    trypsique    —    toute   abstraction 

^)  Ceci  resultera  de  la  consideration  que  void:  en  comptant  que  lO^'^  de 
I'extrait  de  malt  primitif  dedoublent,  en  2  heures,  a  50°,  10^^  d'azote 
de  maniere  a  les  rendre  imprecipitables  par  le  chlorure  stanneux, 
300*^*^  dedoubleront  300°^^  d'azote.  Si  la  preparation  d'enzyme  n'etait 
pas  affaiblie,  4^^  de  celle-ci  en  feraient  de  m^me,  suppose  que  toute 
I'enzyrne  fut  precipitee.  Far  consequent,  10*^^  d'une  solution  a  0.5  p.  c. 
dedoubleraient  3^^.75  d'azote  et  10^^  d'une  solution  a  1  p.  c.  T^^.bO 
d'azote  en  2  heures.  Or,  Tazote  dedouble,  trouve  aux  concentrations 
correspondantes,  est  de  3™^.20  et  de  7™^.78.  Ainsi,  quand  meme  Taction 
proteolytique  d'un  extrait  de  malt  frais  est  calculee  assez  has  ici,  le 
pouvoir  fermentatif  pepsique  de  la  preparation  seche  s'approche  du 
pouvoir  fermentatif  ordinaire,  surtout  en  considerant  qu'une  partie  de 
la  preparation  s'est  perdue  pendant  la  manipulation  (v.  p.  237  le  pouvoir 
fermentatif  d'extraits  de  glycerine  compares  aux  extraits  aqueux). 
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faite  de  sa  propriety  possible  de  peptoniser,  c'est  a  dire  de  former 
les  premiers  produits  de  dedoublement  hydrolytiques  (albumoses,  pep- 
tones) —  soutienne  la  pepsique  en  en  eloignant  les  produits  de  fer- 
mentation, qui,  sans  cela,  arreteraient  probablement  la  peptonisation, 
arrivee  a  un  point  d'equilibre.  D'autre  part,  I'enzyme  pepsique  acc6- 
lerera,  sans  doute,  le  dedoublement  trypsique  en  se  chargeant  des  pre- 
mieres phases  de  la  proteolyse  et  en  produisant  ainsi  des  materiaux 
de  fermentation  moins  compliques.  La  marche  plus  lente  de  Tactivite 
trypsique  s'explique  par  le  fait  que  c'est  I'enzyme  pepsique  qui  doit 
continuellement  lui  fournir  de  nouveaux  materiaux  de  fermentation,  et 
encore  par  cette  autre  circonstance  que  rien  n'eloigne  les  produits  de 
fermentation  de  I'activite  trypsique,  a  moins  d'admettre  I'existence  d'une 
serie  d'autres  enzymes  qui  continuent,  de  phase  en  phase,  le  dedou- 
blement de  la  molecule  d'albumine  jusqu'a  ce  qu'il  atteigne  les  com- 
poses mineraux  les  plus  simples,  supposition  qu'aucune  consideration 
aprioristique  n'empeche  d'accepter. 

Ce  serait  une  discussion  sans  issue  que  celle  qui,  en  se  fondant 
sur  les  essais  decrits  plus  haut,  entamerait  la,  question  de  decider  si 
I'enzyme  trypsique  est  a  meme  de  peptoniser  ou  non.  A  I'ordinaire, 
on  voit  dans  la  trypsine  animale  une  seule  enzyme,  maniere  de  voir 
qui,  a  mon  avis,  est  tres  douteuse,  et  on  lui  attribue  la  propriete  de 
former  aussi  des  albumoses  et  des  peptones.  S'il  en  etait  ainsi,  il  n'y 
aurait  pas  lieu  de  refuser  a  la  trypsine  vegetale  la  meme  propriety. 
Mais  on  verra  facilement  que  la  decision  de  cette  question  est  extre- 
mement  difficile,  vu  qu'on  pourra  expliquer  tout  trait  positif  de  pep- 
tonisation en  maintenant  qu'on  n'aura  pas  completement  ecarte  I'enzyme 
pepsique ,  et,  d'apres  tout  ce  que  nous  savons,  les  enzymes  trypsiques 
semblent  bien  plus  sensibles  aux  influences  exterieures  nuisibles  que 
les  enzymes  pepsiques^). 

Mais,  dans  tous  les  cas,  il  faudra  prendre  en  consideration  ce 
concours  des  deux  enzymes  si  on  desire  trouver  les  fonctions  de  cha- 
cune  d'elles.  Les  courbes,  trouvees  plus  haut,  pour  la  phase  pep- 
sique de  la  proteolyse,  auraient  peut-etre  pris  des  formes  tout  autres 
si  I'activite  trypsique  ne  s'etait  pas  simultanement  operee.  Aussi 
j'ecarte  toute  interpretation  d'apres  laquelle  je  croirais  avoir  trouv^, 
pour  les  deux  enzymes,  des  lois  qu'elles  suivraient  aussi  si  el  les  agis- 
saient  s^parement.    Tout  en  tachant  de  faire  des  analyses,  je  me  rends 


^)  Du  reste,  on  connait  aujourd'hui  une  enzyme  qui  n'est  pas  capable  de  d6- 
doubler  les  mati^res  albuminoides  proprement  dites,  mais  bien  les  albu- 
moses et  les  peptones  jjour  en  faire  des  composes  cristallins:  I'erepsine, 
decrite  par  Cohnheim  (v.  Zeitsch.  f.  physiol.  Ghemie  XXXIII.  459  (1901) 
et  XXXV,  134  (1902). 
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tres  exactement  compte  du  peu  que  j'ai  obtenu  pour  operer  la  sepa- 
ration des  deux  activites.  S'il  y  a  un  point  sur  lequel  je  desire 
insister  c'est  celui-ci:  a  mon  avis,  la  proteolyse  a  I'interieur  de  I'orge 
en  germination  est  beaucoup  trop  compliquee  pour  qu'on  puisse  d6- 
gager  toutes  les  phases  de  sa  marche  d'apres  les  donnees  que  j'ai 
fournies.  Ge  que  j'ai  fait  c'est,  plutot,  d'avoir  souleve  une  serie  de 
problemes  nouveaux. 

Je  pense,  pourtant,  qu'on  trouvera  dans  ce  que  j'ai  expose  assez 
de  raisons  pour  accepter  la  supposition  que,  dans  I'orge  en  ger- 
mination, il  y  a,  au  moins,  deux  enzymes  proteolytiques: 
la  peptase  et  la  tryptase. 

2.     Proprietes  cMmiquGS  et  physiques. 

Ge  que  j'ai  a  communiquer  a  ce  sujet  se  rapporte  notamment  a 
I'enzyme  trypsique,  la  plupart  des  essais  etant  faits  en  ne  se  servant, 
comme  precipitant,  que  de  I'acide  tannique.  Mais  comme,  le  plus 
souvent,  j'ai  opere  avec  des  extraits  de  malt  contenant  toujours  en 
meme  temps  I'enzyme  pepsique,  les  resultats  de  mes  essais  ne  peuvent 
pas  pretendre  a  une  validite  absolue  pour  Tune  des  enzymes,  qui  se 
comporterait  peut-etre  tout  autrement  si  elle  etait  isolee.  J'ai  deja  donne 
plus  haut  un  assez  grand  nombre  de  details  dont  la  place  naturelle 
serait  ici.  Je  me  bornerai  ici  a  y  renvoyer  le  lecteur  (avant  tout  a 
la  partie  sur  la  „Dependance  de  la  presence  de  matieres  etrangeres",  III,  8). 
Solubilite.  II  est  caracteristique  pour,  je  pense,  toutes  les  enzymes 
connues  qu'elles  soient  solubles  dans  I'eau.  Acet  egard,  celles 
que  je  traite  ici  ne  font  pas  exception.  En  effet,  j'ai  pour  ainsi  dire 
toujours  opere  avec  un  extrait  aqueux  de  malt.  La  question  qui  se 
posait ,  6tait ,  cependant ,  s'il  n'y  avait  pas  de  dissolvants  preferables : 
n'obtient-on  pas  une  action  fermentative  plus  energique  en  preparant 
les  extraits  de  malt  d'une  autre  maniere?  II  6tait  tout  indique  d'essayer 
de  faire  I'extraction  au  moyen  d'une  solution  faible  d'un  des  acides 
qui,  d'apres  les  experiences  faites,  favorisaient  la  proteolyse.  J'ai 
choisi,  a  cet  effet,  I'acide  lactique  me  servant  aussi  bien  de  malt 
vert  que  de  malt  touraille.  J'ai  essaye  aussi  I'effet  qu'exerce  sur  le  pou- 
voir  fermentatif  d'un  extrait  de  malt  vert  Taddition  d'une  petite  quantite 
de  glycerine  (2  p.  c). 

(Essais  nos.  1155  —  1170).  Le  malt  employ^  est  du  malt  tour- 
raille  moulu  en  farine  fine  et  qu'on  fait  digerer,  pendant  2  heures, 
dans  I'armoire  glaciere,  en  agitant   toutes  les   10  minutes,  a  peu  pres: 

1°  lOOgi'  de  malt  +  400^^^  d'eau  (=  edm.-aq.) 

2°   100 g^  de  malt  +  400  s^'  d'eau  acidulee  d'acide  lactique  a  0.2  p.  c. 

(=  edm.-lact.). 
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On  ajoute  a  10^*^  des  liquides  filtres  10*=^  d'une  solution  de  pro- 
teine k  2  p.  c.  contenant  0.4  p.  c.  et  0.2  p.  c.  d'acide  lactique,  de 
sorte  que  la  concentration  de  celui-ci,  dans  le  liquide  a  essayer,  est 
toujours  de  0.2  p.  c.  On  precipite  pour  commencer  et  au  bout  de 
deux  heures,  a  47^,  par  J'acide  tannique. 


Az 

total 

Az  du  liquide  filtre 

Az 

pour 
commencer 

au  bout 
de  2  heures 

a  47  0 

dedouble 

edm.-aq 

edm.-lact 

edm.-aq.  -{-  proteine 

edm.-lact.  -J-  proteine  .... 

mg 

10.72 
11.46 

1 

mg 

5.90 

6.82 

mg 

5.94 

7.72 

9.00 

11.62 

mg 

0.04 
0.90 
3.10 

4.80 

On  voit  que  I'extrait  a  I'acide  lactique  etait  un  peu  plus  riche  en 
azote  et  qu'il  avait  un  pouvoir  fermentatif  plus  grand  que  I'extrait 
aqueux. 

(Essais  nos.  1775 — 1798).  Malt  vert,  ecrase,  comme  a  I'ordinaire, 
et  diger6: 

1°  3  parties  de  malt  avec  4  parties  d'eau  (=  edm.-aq.) 

2°       —  —         —         —  —      et  0.2  p.  c.  d'acide  lactique 

(=  edm.-lact.) 
3°        —  —         —  —  —      et  2  p.  c.  de  glycerine 

(=  edm.-glyc.) 

On  laisse  reposer  pendant  30  minutes  a  la  temperature  ambiante 
en  agitant.  On  jette  sur  des  filtres  qu'on  laisse  dans  I'armoire  glaciere 
jusqu'au  lendemain.  On  essaie,  comme  plus  haut,  Taction  qu'exercent 
les  extraits  de  malt  sur  de  la  proteine  de  froment  a  une  concentration 
d'acide  lactique  a  0.2  p.  c.  On  precipite  pour  commencer  et  au  bout 
de  2^/2  heures,  a  47^,  par  Tacide  tannique. 


Az 

total 


Az  du  liquide  filtre 


pour 
commencer 


au  bout 

de  2V2  heures 

a  470 


Az 
dedouble 


i 


edm.-aq.  . 
edm.-lact. 
edm.-glyc. 


mg 

19.33 

22.38 
18.90 


9.18 
11.64 

9.28 


mg 

21.14 
23.32 
19.80 


11.96 
11.68 
10.52 
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Pratiquement  parlant,  I'extrait  aqueux  et  Pcxtrait  k  Tacide  lac- 
lique  se  comportent  de  la  meme  maniere  quant  au  pouvoir  fermentatif; 
le  dernier ,  toutefois ,  contient  plus  d'azote  total  et  plus  d'azote  impre- 
cipitable  par  le  tannin  —  a  cause,  sans  doute,  d'une  prot^olyse  qui 
s'y  est  faite  pendant  Textraction.  L'extrait  glycerinien,  au  contraire, 
le  cede  aux  deux  autres  tant  a  I'egard  du  pouvoir  fermentatif  que  de 
la  teneur  en  azote.  Mais  la  difference  n'est  que  minime.  —  L'enzyme 
elle-meme  est  done  aussi  soluble  dans  I'eau  que  dans  un  liquide 
faiblement  acide  ou  glycerinien.  Le  fait  que  son  action  est  favorisee 
par  Taddition  d'acide  lactique  ne  porte  nullement  sur  sa  solubilite.  (Pour 
I'influence  de  la  neutralisation  passagere  d'un  extrait  de  malt  a  reaction 
acide  v.  p.  21 1). 

Nous  avons  deja  fait  remarquer  que  le  precipite  obtenu  en 
versant  I'extrait  de  malt  vert  aqueux  et  glycerinien  dans 
de  I'alcool  absolu  n'a  qu'un  pouvoir  fermentatif  trypsique  faible, 
tandis  qu'on  pouvait  montrer  I'existence  d'une  action  pepsique  ener- 
gique  dans  la  preparation  faite  de  I'extrait  glycerinien  (v.  p.  231  ss.). 
Un  extrait  aqueux  aurait  probablement  donne  une  preparation  pepsique 
tout  aussi  energique,  mais  je  n'ai  pas  fait  d'essai  direct  a  ce  sujet. 
Si  le  pouvoir  fermentatif  trypsique  ne  se  trouve  que  peu  developpe 
dans  ces  preparations,  on  pourrait  se  figurer  que  l'enzyme  en  question 
restait  en  solution.  Geci,  cependant,  n'est  que  peu  probable,  parce 
que  le  pouvoir  fermentatif  trypsique  est  lie  a  des  composes  non  dia- 
lysables  (dont  nous  parlerons  plus  loin)  qui,  en  ce  cas,  seraient  pro- 
bablement precipites  par  I'alcool. 

Le  produit  precipite  de  I'extrait  glycerinien  par  I'alcool  et  conte- 
nant,  a  ce  qu'il  faut  croire,  l'enzyme  et  d'autres  substances,  surtout 
des  substances  albuminoVdes  et  des  phosphates,  a  donne,  dissous  a 
I'eau,  la  reaction  du  biuret  tres  belle  et  tres  forte;  mais  le 
chlorure  stanneux  ne  le  precipitait  pas  completement. 

Diffnsibilite.  La  question  de  savoir  si  les  substances  douses  de 
pouvoir  fermentatif  sont  diffusibles  ou  non  est  d'un  grand  interet 
aussi  bien  pour  decider  le  groupe  de  substances  auquel  elles  appar- 
tiennent  que  pour  comprendre  une  serie  d'actions  physiologico-chimiques 
a  I'interieur  de  I'organisme  vivant.  La  plupart  des  recherches  faites 
ont  abouti  a  la  conclusion  que  les  enzymes  ne  sont  point  diffusibles, 
ou  ne  le  sont  que  tres  peu.  Gomme  plusieurs  autres  raisons  indiquent 
qu'elles  ont  leur  place  parmi  les  composes  de  proteine,  elles  sont 
probablement  soit  des  substances  albumines  proprement  dites,  soit,  en 
tout  cas,  des  derives  de  ces  substances  et  des  derives  aussi  compli- 
ques,  pour  le  moins,  que  les  albumoses  et  les  composes  congeneres 
de  celles-ci. 
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Les  essais  que  j'ai  faits  avec  les  enzymes  traitees  ici  viennent 
confirmer,  dans  les  points  essentiels,  cette  supposition  generale.  Gomme 
la  question  presente  un  tres  grand  int^ret  et  que  mes  premiers  resultats 
semblaient  indiquer  une  diffusibilite  faible  chez  les  enzymes,  j'ai  fait 
deux  series  d'essais  en  me  servant  d'extraits  de  malt  differents. 

/*•«  Serie  (Essais  nos.  1995  —  2018).  Le  5  mai,  a  4  heures,  j'ai 
prepare  un  extrait  de  malt  vert.  Le  meme  jour,  j'en  ai  mis  150^*^ 
dans  une  vessie  de  poisson  etanche ,  que  j'ai  suspendue  dans  un  vase 
cylindrique  contenant  150<^^  d'eau  distillee.  Le  tout  a  ete  plac6  dans 
I'armoire  glaciere  jusqu'a  10  h.  du  lendemain  matin.  II  y  avail  alors 
160^<^  a  I'interieur  de  la  vessie  (A)  et  UO'^'^  au  dehors  (B).  J'ai  tir6 
des  echantillons  des  deux  liquides  (A  et  B)  pour  y  doser  I'azote  total, 
I'azote  echappant  a  la  precipitation  par  le  chlorure  stanneux  et  par 
I'acide  tannique,  et  pour  mesurer  le  pouvoir  fermentatif  proteolytique 
des  deux  solutions,  tant  dans  le  sens  pepsique  que  dans  le  sens  tryp- 
sique,  les  faisant  agir,  a  cette  intention,  pendant  3  heures,  a  la  tem- 
perature de  50^,  sur  une  solution  de  proteine. 


Az 

total 


Az  du  liquide  filtre  de  lOcc 

de  proteine  -j-  lO^c  d'edm. 

precipites  par  le  chlorure 

stanneux 


pour 

commen- 

cer 


au  bout 

de  3 
heures 


Az  de- 
double 


Az  du  liquide   filtre   de 
JOcc   de  proteine  -)-  lOcc 
d'edm.  pr(^cipites  par  I'a- 
cide tannique 


pour 
commen- 
ce r 


au  bout 

de  3 
heures 


Az  d6- 
doubl6 


6  mai,  A 

B 

7  mai,  apres  24 
heures  de  dia- 
lyse  ulterieure 

A 

B 


mg 

mg 

mg 

mg 

mg 

mg 

12.22 

9.40 

27.56 

18.16 

4.84 

11.72 

2.22 

4.12 

4.64 

0.52 

2.08 

2.28 

10.82 

8.84 

25.16 

16.32 

4.08 

10.20 

3.64 

5.48 

5.80 

0.32 

3.44 

3.52 

mg 

6.88 
0.20 


6.12 

0.08 


11  parait  done  que  le  6  mai  le  premier  dialysatum,  B,  avail  un 
tout  petit  peu  de  pouvoir  fermentatif  tant  pepsique  que  trypsique,  qui, 
cependant,  le  lendemain  avail  considerablement  diminue,  malgre  Taug- 
mentation  considerable  de  I'azote  total  du  dialysatum.  Mais  comme  il 
est  impossible  de  fonder  des  conclusions  sures  sur  des  chiffres  aussi 
petits,  j'ai  fait  les  essais  nouveaux   que  voici: 

IF  Serie  (Essais  nos.  2151 —2170).  J'ai  pr§par6  Textrait  de  malt 
le  20  mai.  Laisse  dans  un  sceau  a  glace,  il  est  rest6  parfaitement 
clair,  conservant  un  pouvoir  fermentatif  tres  grand,  ainsi  que  le  feront 
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voir  ]es  essais.  Le  31  mai,  j'en  ai  place  200^*^  dans  une  vessie,  que 
j'ai  plongee  dans  un  vase  cylindrique  etroit,  contenant  100^=^  d'eau 
distill^e,  qui  montait  a  une  hauteur  telle  que  le  liquide  a  I'int^rieur 
de  la  vessie  etait  d'environ  O^'^.S  au  dessus  de  celui  qui  se  trouvait 
au  dehors.  Pour  m'assurer  que  la  vessie  etait  bien  etanche,  je  I'ai 
suspendue  librement  a  Pair  une  demi-heure  avant  de  m'en  servir, 
remplie  d'eau:  pas  une  goutte  n'en  est  sortie.  Le  lendemain,  I®'"  juin, 
le  liquide  a  I'interieur  de  la  vessie  etait  de  2^*^.5  pkis  haut  place 
qu'au  dehors;  le  vokiine  etait  augmente  de  18^°^.  Pour  constater 
ulterieurement  que  la  vessie  etait  parfaitement  etanche,  on  y  a  mis, 
apres  I'avoir  videe ,  175^*^  de  I'extrait  de  malt  primitif,  et  on  I'a 
plongee  dans  le  vase  cylindrique  contenant  100'^<=  d'eau.  Les  surfaces 
etaient  de  hauteurs  absolument  egales  a  I'interieur  de  la  vessie  et  au 
dehors  d'elle.  Mais  deux  jours  apres  (3  juin),  la  surface  a  I'interieur 
etait  de  3*^™  au-dessus  de  la  surface  exterieure;  le  volume  de  I'eau 
avail  descendu  a  75^^.     Geci  se  passait  dans  I'armoire  glaciere. 

Aux  essais  suivants  on  indique,  comme  tout  a  I'heure,  le  liquide 
a  rinterieur  de  la  vessie  par  A,  le  dialysatum  au  dehors  par  B.  L'ex- 
trait  de  malt  primitif  est  marque   „edm.  prim.": 


Az  total 

Az  du  liquide  filtre  de  lOcc  de  pro- 

teine  -J-  lOcc   d'edm.   precipites  par 

le  chlorure  stanneux 

pour  com- 
mencer 

au  boutde2V2  1     .      , ,  ,     ,  , . 
heures  a  50o         ^z  dedouble 

edm.  prim 

A 

B 

mg 

19.37 
15.87 

7.48 

mg 

15.74 
12.30 

8.74 

mg 

42.68 
38.18 

8.72 

mg 

26.94 

25.88 
-T-0.02 

Par   un   calcul    on   trouvera    que   la   somme  de  Tazote  total  de  A 
et  de  B  est  un  peu  plus  grand  qu'a  Textrait  de  malt  primitif: 


Az  total  en  10^^  d'A 
-  —     de  B 


15"^s.87;  soil  en  218^^ 

7mg4g.  _  32  cc 

total . 


345°^s.97 
61  "^^.34 

407""S.31  ;  mais 


Az  total  en  10^^=  d'edm.  prim.  =  19°^s.37  donne  en  200 ^'^  d'edm.  387°^&.40 

difference.  .  .     ID'^&.gi 
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d'ou  s'ensuit  que  20  ""g  d'azote  environ  proviennent  de  la  vessie  qui, 
sans  doute,  aura  aussi  ete  attaquee  par  les  enzymes  proteolytiques. 

Du  reste,  il  resulte  de  ces  essais  que^  malgre  le  pouvoir  fermen- 
tatif  extraordinaire  de  I'extrait  de  malt  employe  et  quoique  la  quantite 
d'azote  diffus^e  soit  plus  grande  que  celle  de  la  serie  d'essais  prec^- 
dente,  aucun  pouvoir  fermentatif  pepsique  notable  ne  se  laisse  con- 
stater  au  dialysatum,  ou  qu'aucune  enzyme  pepsique  n'a  passe 
dehors  par  diffusion. 

Si  Ton  ne  considere  pas  que  les  resultats  de  la  premiere  serie  se 
trouvent  au-dedans  des  limites  des  erreurs  experimentales,  il  faut  con- 
clure  des  deux  series  que  les  enzymes  proteolytiques  d'un 
extrait  de  malt  ne  sont  qu'a  un  degr6  minime  diffusibles 
a  travers  une  membrane  animale  comme  celle  dont  on  s'est 
servi  ici. 

Resistanee  a  des  faetenrs  exterieurs.  1^  Dessechement.  —  En  ex- 
aminant  I'influence  du  dessechement  sur  les  ferments  proteolytiques  il  faut, 
naturellement,  prendre  en  consideration  la  temperature  a  laquelle  il  se 
passe.  On  a  done  affaire  ici  a  un  facteur  double.  On  sait  qu'en 
preparant  le  malt,  dans  la  pratique,  on  fmit  par  lui  faire  subir  un 
dessechement  soit  a  Pair,  a  la  temperature  ordinaire  (du  malt  seche 
a  I'air),  soit  a  la  touraille,  a  des  temperatures  croissantes  qui,  comme 
c'est  le  cas  a  la  malterie  de  la  brasserie  de  Gamle  Carlsberg,  finissent 
par  atteindre  90^  —  95^  (du  malt  touraille).  On  sait  encore  que, 
si  la  temperature  augmente  doucement  au  fur  et  a  mesure  que  le 
dessechement  se  fait,  les  preparations  d'enzymes  supportent  une  tem- 
perature beaucoup  plus  elevee  (au-dessus  de  100^,  voir  meme  jusqu'a 
150^)  que  si  on  les  expose  subitement,  a  I'etat  humide,  a  une  grande 
chaleur.  II  faut  done  s'attendre  a  trouver,  dans  le  malt  touraille,  le 
pouvoir  fermentatif  conserve.  Dans  ce  qui  precede  nous  avons,  a 
Toccasion,  decrit  des  essais  qui  montrent  qu'il  en  est  ainsi  (v.  p.  235). 
Mais  je  ne  puis  pas  repondre,  d'une  mani^re  decisive,  a  cette  question: 
le  pouvoir  fermentatif  proteolytique  s'est-il  affaibli  ou  s'est-il  peut-etre 
accru  (ceci  n'est  que  tres  peu  probable)  pendant  la  torrefaction  ?  En 
effel,  je  n'ai  pas  suivi  le  pouvoir  fermentatif  proteolytique  du  meme 
echantillon  de  malt  pendant  les  differents  stades  de  la  torrefaction  des 
le  malt  vert.  En  general,  je  n'ai  pas  attache  d'importance  a  la  com- 
paraison  du  pouvoir  fermentatif  de  mes  divers  extraits  ou,  ce  qu'il 
faudrait  ici,  du  pouvoir  fermentatif  du  malt  vert  et  du  malt  touraille. 
A  ce  propos  je  ferai  observer  qu'a  de  telles  comparaisons  on  pourra 
partir  d'unit^s  diverses  de  la  force  de  I'extrait  de  malt,  par  exemple, 
soit  de  sa  richesse  en  matieres  s^ches,  soit  de  sa  richesse  en  azote, 
unites   qui   ne    correspondraient   peut-etre    pas    toujours    les    unes    aux 
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autres  et  qui  donneraient,  assurement,  des  r^sultats  varies  a  regard 
du  pouvoir  fermentatif.  La  oii  j'ai  cherche  a  comparer  le  pouvoir 
fermentatif  d'extraits  divers  —  par  exemple  en  examinant  I'apparition  des 
enzymes  pendant  la  germination  —  (v.  plus  loin  V,  1),  j'ai  pris  pour  unit6 
la  teneur  en  azote,  etant  d'avis  qu'on  obtient  ainsi  les  meilleurs  resultats 
dans  ce  cas.  Aux  essais  auxquels  je  vais  passer  maintenant,  les  ex- 
traits  de  malt  ont  ete  prepares  de  malt  et  d'eau  dans  des  proportions 
differentes.  Aussi  leur  richesse  en  azote  aussi  bien  que  leur  pouvoir 
fermentatif  ont-ils  beaucoup  varie,  ce  qui  pent  tenir  aux  variations  indi- 
viduelles  des  echantillons  de  malt. 

(Essais  nos.  671— 680,  1187 — 1206).  Le  malt  touraille,  fmement 
moulu,  est  delaye  avec  des  quantites  d'eau  varices  en  agitant  frequem- 
ment,  pendant  ^/2  — 1  heure,  a  la  temperature  ordinaire.  On  le  place, 
jete  sur  un  filtre,  dans  I'armoire  glaciere  jusqu'au  lendemain.  Gomme 
a  I'ordinaire,  on  fait  agir  le  liquide  filtre  sur  une  solution  de  prot^ine 
acidulee  d'acide  lactique. 


Az  du  liquide  filtre   de  10^^ 

Az  total 

d'edm.  +  10^^    de  prot6ine, 

de  10^^ 
d'edm. 

precipites  parl'acidetannique 

pour  com- 
mencer 

au  bout  de            j^^ 
2  heures         ,, ,     ,  ,, 
a  470           deaoubl6 

mg 

mg 

mg 

mg 

1  partie  de  malt -|- 2  parties 

d'eau .... 

22.06 

10.74 

22.64 

11.90 

1      -         ~          4     - 

—     .... 

13  20 

7.00 

— 

— 

1     —        —          4     - 

—     .... 

10.29 

5.74 

9.90 

4.16 

1      -         —          4     — 

—  (bouil- 
liej 

10.28 

5.64 

5.62 

^0.02 

On  voit  ici  un  pouvoir  fermentatif  trypsique  tres  grand  a  I'extrait 
prepare  de  1  partie  de  malt  +  2  parties  d'eau,  mais  qui,  quant  a  la 
richesse  en  azote,  ne  depasse  que  peu  les  extraits  de  malt  vert  ordi- 
naires,  tandis  que ,  pour  sa  teneur  en  matieres  seches ,  tres  riches  en 
Sucre,  il  doit  les  depasser  de  beaucoup  (le  malt  vert  contient,  on  le 
sait,  environ  50  p.  c.  d'eau).  Aux  echantillons  prepares  avec  une 
quantity  d'eau  correspondant  aux  extraits  de  malt  (1  sur  4),  la  richesse 
en  azote  et  le  pouvoir  fermentatif  sont  beaucoup  moins  grands  qu'a 
I'ordinaire  et,  cela  va  sans  dire,  le  pouvoir  fermentatif  est  complete- 
ment  d^truit  a  echantillon  bouilli  (v.  aussi  les  essais  p.  236). 

A  une  autre  serie  d'essais  (nos.  881 — 894),  j'ai  examine  I'influence 
qu'a   exercee    sur   le   pouvoir  fermentatif  d'un  ex  trait  de  malt  vert 
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I'evaporation  a  sec  de  Textrait.  On  prepare  I'extrait,  comme  a 
I'ordinaire,  de  3  parties  de  malt  sur  4  parties  d'eau.  Le  pouvoir  fer- 
mentatii  trypsique  primitif  se  determine  par  Paction  sur  de  la  proteine 
pendant  six  quarts  d'heure,  a  la  temperature  de  45  ^,  le  jour  meme  de  sa 
preparation.  Du  reste,  le  pouvoir  fermentatif  n'est  pas  particulierement 
grand.  Apres  I'avoir  laisse  jusqu'au  lendemain  dans  I'armoire  glaciere, 
on  en  a  mis  400^<^  (9  Janvier  1900)  dans  un  ballon  de  4  litres.  Pour 
empecher  le  debordement  de  mousse,  ce  ballon  communique  avec  un 
autre  ballon,  renverse,  de  meme  volume.  On  evapore  a  20  —  30™^ 
de  pression  barometrique.  La  temperature  a  I'interieur  du  ballon, 
oscillant  entre  30^  et  37  ^  est,  en  general,  de  31^  —  320.  Pour 
commencer,  le  liquide  mousse  beaucoup.  Au  bout  de  3  fois  24  heures 
il  ne  reste  qu'une  masse  sirupeuse ,  qu'on  evapore  dans  le  vide,  a  la 
temperature  de  40^  —  50^  qu'on  a  grand  soin  de  ne  jamais  depasser, 
jusqu'a  ce  qu'elle  forme  une  croute  fixe.  Pour  sortir  la  croute,  il  a 
fallu  separer  le  fond  du  ballon  en  le  coupant.  On  a  desseche  la 
croute  dans  le  vide  sur  de  I'acide  sulfurique,  a  la  temperature  ordi- 
naire, du  12  — 16  Janvier.  En  la  pulverisant,  on  en  fait  une  poudre 
fine  de  couleur  brune.  Pour  en  examiner  le  pouvoir  fermentatif  tryp- 
sique ,  on  le  dissout  dans  des  quantites  d'eau  diverses ,  obtenant  des 
solutions  tres  foncees.  On  en  mele  10*^*^  avec  10^<^  de  la  solution 
ordinaire  de  proteine.  On  dose  I'azote  qui,  pour  commencer,  se  sous- 
trait  a  la  precipitation  par  I'acide  tannique,  et  I'azote  qui  s'y  soustrait 
au  bout  de  six  quarts  d'heure. 


Az  du  liquide  filtre  de  la  precipitation 
par  I'acide  tannique 

pour  com- 
mencer 

au  bout  de  six 

quarts  d'heure 

a  450 

Az  dedouble 

Extrait  de  malt  frais 

4  p.  c.  d'extrait  de  la  poudre  brune 
8  p.  c.        —        -      —             — 

mg 

7.24 

5.64 

10.92 

mg 

13.52 

8.48 
16.08 

mg 

6.28 
2.84 
5.16 

On  voit  qu'un  pouvoir  fermentatif  trypsique  relativement  grand  s'est 
conserve  pendant  I'evaporation  et  le  dessechement  prolonges.  Mais  les 
donn^es  ne  suffisent  pas  pour  determiner  I'etendue  de  I'affaiblissement. 
Comme,  pendant  I'evaporation,  I'enzyme  a  trouve  moyen  d'agir  sur  les 
matieres  albuminoides  de  I'extrait  de  malt  en  les  dedoublant  pour 
former  des  composes  imprecipitables  par  I'acide  tannique,  les  8  p.  c. 
d'extrait  de  malt  contiennent  une  quantite  d'azote  correspondant,  a  peu 
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pr^s,  a  la  teneur  en  azote  de  Textrait  de  malt  primitif:  Taffaiblissement 
n'aura  et6  que  tres  petit. 

Tout  compte  fait,  on  voit  que  I'enzyme  trypsique  supporte  tr^s 
bien  le  dessechement  lant  a  des  temperatures  elevees  qu'a  des  tem- 
peratures basses,  et  que,  par  consequent,  elle  peut  se  trouver  a  I'etat 
actif  au  malt  touraill^  comme  aux  preparations  d'extrait  de  malt  faites 
en  6vaporant  a  des  temperatures  basses.  II  y  a  tout  lieu  de  croire 
que  I'enzyme  pepsique  de  meme  supporte  le  dessechement,  s'etant 
toujours,  jusqu'a  present,  montree  plus  resistante  aux  influences  des 
facteurs  exterieurs  que  I'enzyme  trypsique.  Mais  je  n'ai  pas  encore 
examine  cette  question. 

2°  Nous  avons  vu  qu'aucune  des  deux  enzymes  en  solution  ne 
supporte  ni  ebullition  ni  chauffage  au-dela  de  70^  (v.  p.  169  ss. 
et  p.  241). 

3°  La  congelation,  au  contraire,  ne  semble  pas  exercer  d'in- 
fluence  nuisible,  en  tout  cas  sur  I'enzyme  trypsique,  la  seule  que  j'aie 
examinee.  11  est  plutot  possible,  par  une  congelation  partielle,  de 
renforcer  le  pouvoir  fermentatif  proteolytique  d'un  extrait  de  malt,  parce 
que  ce  n'est  qu\me  petite  partie  de  I'enzyme  qui  entre  dans  la 
premiere  partie  congelee.  Les  essais  suivants  ont  ete  fails  avec  trois 
extraits  de  malt  differant  d'age.  L'age,  cependant,  n'a  assure- 
ment  pas  exerc6  d'influence  affaiblissante  sur  le  pouvoir  fermentatif  a 
cause  de  la  temperature  basse  (v.  plus  loin,  p.  246).  Mais  il  faut 
naturellement  compter  avec  les  differences  individuelles  des  trois 
echantillons  de  malt. 

(Essais  nos.  76  —  87).  Les  extraits  de  malt  sont  prepares  de  1 
partie  de  malt  vert  +  2  parties  d'eau.  I  est  congele  completement. 
De  II,  la  moitie  seulement  est  congelee.  Ill  n'est  pas  congele  du  tout. 
La  fusion  se  fait  dans  I'armoire  glaciere  a  4^  —  5^.  10^^  d'extrait  de 
malt  +  10*=^  de  solution  de  proteine. 


Age  des 

extraits  de 

malt 

Az  du  liquide  filtre  de 
I'acide  tannique 

pourcom- 
mencer 

au  bout  de 

2  heures  k 

500 

Az  d6- 
doubl6 

r  a.  moitie  fondue  la  premiere 
\  b.  moitie  fondue  la  derni^re 

(  a.  partie  non  congelee 

\  h.     —      congelee    

Ill  point  de  congelation 

96  heures 
96      — 

48      — 

48      — 

24      — 

mg 

9.30 
3.48 

7.76 
2.30 

6.64 

mg 
15.32 

4.84 

13.52 
3.38 

11.72 

mg 
6.02 

1.36 

5.76 

1.08 

5.08 
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Done,  d'un  extrait  de  malt  completement  congele  c'est  la  partie 
qui,  entre  autres,  contient  I'enzyme  trypsique,  qui  fond  la  premiere  (I); 
c'est  encore,  d'apres  II,  celle  qui  s'est  congelee  la  derniere.  Pourtant 
la  moitie  congelee  la  premiere  (II  b)  d'un  extrait  de  malt  a  aussi  un 
pouvoir  fermentatif  trypsique  faible,  une  partie  correspondante  de  I'azote 
etant  congelee. 

4^  On  a  examine  I'influence  de  la  lumiere  aux  essais  que  voici: 
P''^  Serie  (Essais  nos.  895  — 914).  13  mars  1900.  Le  jour  meme 
de  sa  preparation,  c'est  a  dire  aussi  tot  qu'une  quantite  suffisante  aura 
passe  par  le  filtre,  on  prend,  d'un  extrait  de  malt,  3  echantillons. 
L'un  d'eux  a  ete  mis,  sans  delai,  dans  I'armoire  glaciere  (dans  I'obscu- 
rite,  comme  toujours).  On  verse  les  deux  autres  dans  des  flacons 
transparents  qu'on  place  entre  les  carreaux  doubles  d'une  fenetre,  a 
I'ouest,  les  y  laissant  de  3  h.  30  du  soir  jusqu'au  coucher  du  soleil 
(a  6  h.).  L'un  des  flacons  est  couvert  d'un  capuchon  de  carton,  peint 
en  noir  et  impenetrable  aux  rayons  de  la  lumiere.  L'autre,  tout 
ouvert,  est  place  sur  le  capuchon  de  carton  pour  que  la  temperature 
des  deux  flacons  puisse  etre,  aulant  que  possible,  la  meme. 


Az  da  liquids  filtre 

Az  de- 

pour 
conimencer 

au  bout  de  2 
heures  a  47o 

double 

Dans  rechantillon  de  rarmoire  glaciere 

—  —            du  flacon  obscur 

—  —            du  flacon  clair 

mg 

7.96 
6.44 
6.981) 

mg 

18.40 
16.84 
16.00 

mg 

10.44 

10.40 

9.02 

Le  ciel  etait,  ce  jour-la,  parliculierement  clair  et  sans  nuages.  Le 
lendemain,  il  en  etait  de  meme.  Les  flacons  sont  rest6s,  le  lendemain, 
au  meme  endroit  jusqu'a  2  heures,  done  a  la  lumiere  diffuse  jusqu'a 
midi,  et  pendant  deux  heures  a  la  lumiere  solaire  directe.  On  mele 
10^^  des  differents  echantillons  avee  10^^  d'une  solution  de  proteine  a 
2  p.  e.  et  ■  Ton  precipite  par  Tacide  tannique  pour  commeneer  et  au 
bout  de  deux   heures,    ayant   laisse  les  melanges  au  bain-marie  a  47^. 

Le  meme  jour,    14  mars,    une    partie    de  I'echantillon  laisse  dans 


1)  II  faudrait  s'attendre  a  trouver  les  chiffres  de  cette  colonne  presque 
les  m6mes.  Je  ne  saurai  expliquer  pourquoi  il  n'en  est  rien.  Serait-ce 
du  a  Tintervention  de  bacteries  qui  auraient  fait  d'azote  amide  des 
composes  precipitables  par  Tacide  tannique? 
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rarmoire  glaciere  pendant  la  nuit,  a  ete  placee  a  la  lumiere  du  jour, 
une  autre  partie  a  I'obscurite,  comme  plus  haut,  de  2  h.  du  soir 
jusqu'au  lendemain,  lorsqu'on  s'en  est  servi  pour  les  experiences. 
Voici  ce  que  j'ai  trouve: 


Az  du  liquide  filtre 

Az  d^- 

pour              au  bout  de  2 
commencer         heures  a  470 

double 

mg 

mg 

mg 

Dans  I'echantillon  du  flacon  obscur ,  . 

8.20 

17.26 

906 

—            —             du  flacon  clair. , . . 

8.30 

16.60 

8.30 

IF  Serie  (Essais  nos.  2083—2090).  17  mai  1901.  Un  extrait 
de  malt  tout  frais  est  place  dans  des  vases  cylindriques  etroits.  L'un, 
convert  d'un  capuchon  de  carton  noir,  est  mis  a  une  fenetre,  a  I'ouest, 
de  3  h.  ^/2  du  soir  jusqu'au  coucher  du  soleil  (vers  les  8  h.),  et  le 
lendemain,  pendant  quelques  heures  du  matin,  a  une  fenetre,  au  sud,  a 
la  lumiere  solaire  forte  et  directe.  Comme  le  13  — 14  mars,  il  faisait 
tres  beau :  le  ciel  etait  clair  et  sans  nuages.  Pour  exclure  la  vegeta- 
tion bacterienne,  on  a  ajoute  a  chaque  echantillon  4  gouttes  de  toluol. 
Avant  et  apres  les  essais  on  precipite  tant  par  le  cblorure  stanneux 
que  par  I'acide  tannique: 


Az  du  filtrat 

Az 

Precipitant 

pour 
com- 

au bout 
de  2 

dedou- 

men- 
cer 

heures 
a  500  1 

ble 

mg 

mg 

mg 

Dans 

rechantillon   du 

vase  obscure 

le  chlor.  slann. 

12.88 

35.08 

22.20 

— 

— 

— 

I'acide  tann. 

8.92 

16.16 

7.24 

— 

— 

-           clair 

le  chlor.  stann. 

12.72 

34.24 

21.52 

— 

— 

— 

I'acide  tann. 

9.36    15.84 

6.4S 
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I'age  jeune.  Elles  pourront  done,  aussi  au  soleil,  faire,  sans  retarda- 
tion, la  dissimilation  de  leur  matieres  albuminoides.  Autre  chose  est 
que  celle-ci  s'accuse  tout  particulierement  dans  les  plantules  qui 
croissent  a  I'obscurite  par  I'entassement  d'asparagine,  de  glutamine,  et 
de  substances  semblables  (Schulze):  la,  les  conditions  n^cessaires  pour 
la  generation  de  matieres  proteiques  par  la  combinaison  des  corps 
amides  avec  les  produits  non  azotes  de  I'assimilation  chlorophyllienne 
font  defaut. 

5°.  Pour  I'influence  des  acides,  des  alcalis  et  des  antisep- 
tiques  sur  les  enzymes  proteolytiques  de  I'extrait  de  malt  voir  plus 
haut  III,  8  (p.  203  ss).  Nous  rappellerons  seulement  qu'en  general 
Tenzyme  trypsique  se  montre  beaucoup  plus  sensible  a  I'influence  de 
ces  substances  que  I'enzyme  pepsique. 

6^  Sous  la  notion  d'age  nous  comprenons  un  certain  nombre  de 
facteurs  dont  les  effets  ne  se  distinguent  pas  facilement.  En  disant 
d'une  solution  qu'elle  est  durable  ou  peu  durable,  nous  entendons  seule- 
ment indiquer  sa  force  de  resistance  a  des  agents  avec  la  presence 
desquels  il  faudra  compter  dans  chaque  cas  particulier.  Nommons,  par 
exemple,  tous  les  autres  corps  solubles  qui  se  trouvent  naturellement 
en  presence  d'enzymes  et  qu'en  pratique  il  est  impossible  d'en  separer. 
Parmi  ces  corps,  nous  citerons  les  differents  sels  d'un  extrait  de  malt, 
ou  les  composes  formes  par  suite  de  Taction  des  enzymes  memes. 
Avant  tout,  il  faut  y  compter  les  enzymes  elles-memes,  qui  pourront 
peut-etre  se  detruire  les  unes  les  autres,  ou  se  detruire  elles-memes  par 
I'autodigestion.  (Ainsi  on  sait  que  I'enzyme  proteolytique  du  sue 
de  levure  detruit  facilement  la  zymase  par  un  acte  de  digestion).  II 
faut  encore  compter  avec  la  presence  de  bact^ries  qui  peuvent  directe- 
ment  detruire  les  enzymes,  ou  bien  former  des  produits  d'assimilation 
et  de  dissimilation  ou  de  fermentation  qui  agissent  a  leur  detriment. 
— ■  Pour  exclure  de  telles  actions,  il  faut  proeeder  de  I'une  des  deux 
manieres  suivantes:  ou  bien  maintenir  la  solution  d'enzyme  a  une 
temperature  assez  basse  pour  y  supprimer  toute  transformation  chi- 
mique,  qu'elle  soit  causee  par  les  enzymes  elles-memes,  par  les  bac- 
teries  ou  par  n'importe  quel  autre  agent  —  si  Ton  y  reussit  complete- 
ment  le  pouvoir  fermentatif  pourra,  sans  doute,  se  conserver  intact 
pendant  un  temps  illimite  —  ou  bien  ajouter  des  substances  qui, 
comme  les  antiseptiques ,  previennent  Paction  nuisible  des  bacteries. 
Dans  le  dernier  cas,  il  faut  prendre  en  consideration  I'influence  defavo- 
rable  que  pourra  exereer  sur  I'enzyme  I'antiseptique  lui-meme.  En 
eliminant  tous  ces  facteurs  on  fait  disparaitre,  a  mon  avis,  „  I'influence 
de  I'age"    dont   parlent   si   souvent  les  auteurs,    quand    meme   I'emploi 
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de  ce  terme  pourra  souvent  etre  commode  pour  s'epargner  I'enumera- 
tion  d'un  grand  nombre  de  facteurs  sous-entendus. 

Quant  a  mes  experiences  a  I'egard  de  ^I'influence  de  I'age",  dans 
le  sens  du  terme  que  je  viens  d'indiquer,  sur  les  enzymes  proteolytiques 
de  I'extrait  de  malt,  j'ai  indiqu6  plus  haut  (p.  151—52  et  p.  226)  I'espace 
de  temps  pendant  lequel  on  pent  conserver  a  I'extrait  de  malt  le  pouvoir 
fermentatif  en  ajoutant  du  toluol,  qui  affaiblit  toujours  un  peu,  ou  en 
refroidissant  a  0^.  Plonge  dans  la  glace,  I'extrait  de  malt  se  conserve 
presque  sans  affaiblissement  pendant,  au  moins,  plus  d'une  semaine  et, 
assurement,  plus  longtemps  encore  si  on  a  soin  de  renouveler  con- 
tinuellement  la  glace.  Au  contraire,  a  4^  —  5^  (dans  I'armoire  glaciere) 
une  fermentation  acide  se  produit  au  bout  de  quelques  jours,  le  pou- 
voir fermentatif  se  perdant  completement  si  Ton  n'ecarte  pas  les  bac- 
teries  par  I'addition,  par  exemple,  de  toluol.  Ainsi,  par  un  traitement 
convenable,  I'enzyme  pepsique ,  en  particulier ,  mais  aussi  I'enzyme 
trypsique  se  conservent  assez  bien  en  solution.  Je  n'ai  pas  examine 
jusqu'a  quel  point  I'enzyme  pepsique  se  conserve  a  I'etat  solide  en 
precipitant  par  I'alcool  (pour  I'enzyme  trypsique  v.  p.  240  ss.). 

3.     Influence   sur   des  matieres  proteiques   diverses.     Points  de 
ressemblance  avee  la  pepsine  et  la  trypsine  animales. 

Peu  a  peu  on  a  constate  que  Taction  de  plusieurs  enzymes  n'est 
pas  aussi  specifique  qu'on  le  supposait  d'abord,  la  meme  enzyme  agis- 
sant  quelquefois  sur  des  corps  assez  peu  rapproches;  a  ce  qu'il  parait, 
les  uns  des  autres.  Jusqu'a  quel  point  ce  fait  nous  autorise,  comme 
le  veut  Emil  Fischer,  a  conclure  a  un  certain  accord  de  la  struc- 
ture moleculaire  de  ces  substances,  c'est  ce  que  je  ne  discuterai  pas 
ici.  Mais,  en  tout  cas,  il  y  a  interet  a  reunir  le  plus  grand  nombre 
possible  de  donnees  de  ce  genre.  J'ai  done  examine  la  maniere  de 
se  comporter  des  enzymes  proteolytiques  de  I'extrait  de  malt  vis-a-vis 
d'un  nombre  de  matieres  proteiques,  partie  congeneres,  partie  assez 
eloignees  les  unes  des  autres,  du  regne  vegetal,  partie  enfin,  ce  qui 
n'est  pas  le  moins  interessant,  d'origine  animale.  Pour  etre  a  meme 
de  juger  I'extension  du  dedoublement,  j'ai,  a  litre  de  comparaison,  fait 
agir,  en  meme  temps,  de  la  pepsine  et  de  la  trypsine  animales  sur 
les  memes  substances.  Enfin,  dans  quelques  cas  isoles,'  j'ai  aussi  fait 
agir  la  pepsine  animale  sur  les  matieres  proteiques  vegetales.  Ainsi, 
on  a  mel6  ici  plusieurs  questions  qui  pourraient  bien  demander  chacune 
un  traitement  a  part.  Mais  etant  d'avis  qu'elles  s'eclaircissent  les 
unes  les  autres,  et  desirant  eviter  des  repetitions  trop  nombreuses  je 
les  traiterai  ensemble. 
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A  ces  essais,  il  y  a  eu  quelquefois  des  difficultes  par  suite  des 
differences  qui  existent  entre  les  points  optima  de  la  temperature  et 
de  la  concentration  d'acide  et  d'alcali  des  enzymes  animates  et  les 
points  correspondants  des  enzymes  vegetates.  Gomme ,  cependant,  il 
est  necessaire,  pour  faire  des  comparaisons  rationnelles,  de  faire  agir 
les  differentes  enzymes  aux  conditions  les  plus  favorables,  j'ai  du,  dans 
quelques-uns  de  mes  essais,  avoir  egard  a  cette  circonstance.  La  conse- 
quence en  est  que  les  essais  de  la  meme  serie  sont  faits  dans  des  con- 
ditions exterieures  un  peu  differentes. 

Ainsi  qu'on  verra  des  numeros  d'essais,  je  vais  presenter  mes 
series  d'essais  dans  un  ordre  un  peu  different  de  I'ordre  chronologique 
auquel  elles  ont  ete  faites. 

1^  Serie  (Essais  nos.  1341  — 1372).  On  y  examine  I'influence 
qu'exerce  le  meme  extrait  de  malt  sur  les  matieres  albuminoides  sui- 
vantes:  les  glutines  de  Kjeldahl  de  cereales  diverses  (v.  p.  156 — 57), 
mais  pour  lesquelles  je  prefere  employer  le  nom  general  de  proteines; 
la  legumine  de  pois,  la  casein e  de  commerce  de  Kahlbaum.  Pour 
les  preparations  de  proteine  de  froment,  d'orge,  de  malt,  je  les 
ai  faites  moi-meme  de  la  maniere  indiquee  p.  153.  Mon  collegue, 
M.  Carl  Pedersen,  m'a  gracieusement  cede  deux  preparations  de 
proteine  de  seigle  et  d'avoine,  ainsi  que  la  legumine.  De 
toutes  ces  substances  j'ai  fait  des  solutions  a  2  p.  c.  dans  de  I'acide 
lactique  a  0.4  p.  c.  En  les  laissant  reposer  24  heures  a  la  temperature 
ambiante,  toutes  se  sont  dissoutes  excepte  la  proteine  de  malt,  la 
legumine,  la  caseine.  Celle-ci  formait  un  depot  leger,  dont  la  liqueur 
surnageante  etait  claire.  La  legumine  formait  une  gelee  epaisse  et 
claire  dans  laquelle  etaient  dissimines  des  motions  blancs.  La  proteine 
de  malt,  enfm,  formait  une  emulsion  opaque  d'un  brun  jaunatre,  sans 
depot  (cette  preparation  n'etait  pas  toute  pure).  En  chauffant  au  bain- 
marie  ,  la  legumine  a  donne  une  solution  parfaitement  limpide ,  la 
caseine  une  emulsion  faible;  la  proteine  de  malt  est  restee  telle  qu'elle 
etait  avant.  Gomme  a  Pordinaire,  on  emploie  lO*^'^  d'un  extrait  de 
malt  Irais  et  10^^  des  solutions  de  matieres  proteiques.  On  fait  pre- 
cipiter  pour  commencer  et  au  bout  de  2  heures,  a  la  temperature  de 
47^,  par  Tacide  tannique.  Ainsi  les  resultats  ne  se  rapportent  qu'au 
dedoublement  trypsique.     (V.   tableau  p.  249.) 

Gonlre  mon  attente,  c'est  sur  la  proteine  de  malt  que  s'exerce 
Paction  la  plus  faible  (a  moitie  aussi  grande  que  Taction  sur  la  legu- 
mine), mais  la  cause  en  est  peut-etre  I'impurete  deja  nommee  de  la 
preparation.  Mais  la  proteine  d'orge  aussi,  tres  jolie  preparation, 
n'occupe  pas  de  position  bien  elevee.  En  effet,  la  caseine  animale  et 
difficilement    soluble  la  depasse   de    beaucoup;    la   proteine    de   froment 
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la  lai.sse  loin  derriere  elle.  Voila  pourquoi  cette  derniere  parait  un 
objet  tres  bien  choisi  pour  les  recherches  sur  les  actions  proteolytiques 
de  I'extrait  de  malt,  sans  parler  du  rendement  tres  fort  qu'on  en 
obtient,  compare  a  celui  que  fournit  la  preparation  des  autres  graines. 
Ce  qui  est  interessant  c'est  que  les  traits  de  beaucoup  les  plus  grands 
sont  donnes  par  la  legumine,  assez  eloign^e  des  cereales. 


Az  du  liquide 
filtre  de  la  pre- 
cipitation  par 
racide  lannique 


Az 
dedouble 


pour  com-    ^"  ^  J^ 

^  I    de  2  h. 

mencer    i      a  47'' 


.   .   ,       de  la  pro- 
total     i      ^,. 

I      teine 


10^^  edm.-f  10^^  d^ac.  lactiqiie  a  0  4  p.  c. 

—  —  —  de  proteine  de  malt  .  .  . 

—  —  —  -         —  -    seigle 

—  —  —  -         —        d'orge  .... 

—  —  —  -    caseine . 

—  —  —  -    prot6ine  d'avoine. 

—  —  —  -        —       de  froment. 

—  —  —  -    legumine 


mg 

mg 

mg 

9.30 

11.46 

2.16    j 

8.90 

16.12 

7.22 

9.20 

16.88 

7.68 

8.72 

16.88 

8.16 

9.18 

18.20 

9.02 

9.24 

19.22 

9.98 

9.04 

20.04 

11.00 

8.92 

21.58 

12.66 

mg 

5.06 
5.52 
6.00 
6.86 
7.82 
8.84 
10.50 


Done,  Tenzyme  trypsique  de  I'orge  en  germination,  seule  enzyme 
sur  laquelle  nous  renseignent  ces  essais,  est  loin  d'avoir  une  action 
specifique  et  exclusive  sur  les  matieres  albuminoides  de  I'orge.  Son 
action,  au  contraire,  est  encore  plus  forte  vis-a-vis  d'une  serie  d 'autres 
matieres  albuminoides  en  partie  assez  eloignees  et  meme  d'origine 
animale.  II  resultera  des  essais  suivants  qu'en  dehors  des  substances 
deja  nommees,  il  y  en  a  plusieurs  autres  qui  se  pretent  a  cette  action, 
telles  que  I'ovalbumine  et  la  fi brine  de  boeuf.  A  certains  egards, 
cette  enzyme  ne  le  cede  pas  aux  enzymes  d'origine  animale  (la  pepsine, 
la  trypsine).  II  en  est  de  meme  de  I'enzyme  pepsique  de  I'extrait 
de  malt. 

IP  Serie  (Essais  nos.  931— 942,  967  —  994).  Je  rapproche  ici, 
pour  les  comparer,  des  essais  fails  en  deux  groupes  avec  des  extraits 
de  malt  et  des  solutions  de  pepsine  diverses  (pepsine  de  Langebek).  Les 
essais  avec  les  extraits  de  malt  sont  fails  a  47^,  ceux  avec  la  pep- 
sine a  40^. 
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Az  du  liquide 
filtre  de  la  pre- 
cipitation par 
Tacide  tannique 

o 

pour  com- 
mencer 

auboutde 
2  heures  a 
470  ou  400 

SI 

< 

Essais  nos.  93 1  -942.  Solution  de  pepsine  a  5  p.  c.^) 

Proteine  de  froment-HGl  (a  0.36  p.'m.)-edni 

—  -          —      —            —            -pepsine  . . 

—  -          —  -acidelactique  (a2p.m.)-edm. . . 
— -        -          —       —         —            —      -pepsine 

Essais  nos.  967-994.    Solution  de  pepsine  a  2  p.  c. 

Proteine-acide  lactique  (a  2  p.  m.)-edm 

—  —          —              —        -pepsine 

Gaseine      —          —              —        -edm 

—  —          —              —        -pepsine ...... 

Proteine-HGl  (a  0.9  p.  m.)-edm 

—     -acide  lactique  (a  2  p.  m.)-edm 

Proteine-HGl  (a  0.9  p.  m.)-pepsine 

Gaseine-    —            —                —       

mg 
6.48 

35.64 

6.48 

35.64 

9.00 
16.94 

9.00 
16.94 

9.08 

9.08 
16.94 
16.94 
16.76 

9.08 

mg 
16.08 

43.48 
16.42 

42.18 

19.22 
19.42 
18.24 
20.00 
10.64 
19.22 
20.60 
27.66 
18.18 
11.54 

mg 
9.60 

7.84 
9.94 
6.54 

10.22 

2.48 
9.24 
3.06 
1.56 

10.14 
3.66 

10.72 

Pepsine-HGl  (a  0.9  p.  m.)  seuls 

Edm. -acide  lactique  (a  2  p.  m.)  seuls 

1.42 
2.46 

Quand  meme,  vu  les  conditions  experimentales  differentes,  on 
n'est  pas  justifie  en  comparant  directement  ces  essais ,  ils  donnent ,  a 
plusieurs  egards,  d'interessantes  indications  sur  lesquelles  j'attirerai 
I'attention.  Des  essais  posterieurs  viendront  suppleer  ceux-ci.  Rappelons 
d'abord  que  ces  essais,  auxquels  I'acide  tannique  seul  sert  de  precipi- 
tant, ne  nous  renseignent  que  sur  I'effet  de  I'enzyme  trypsique  de  I'ex- 
trait  de  malt^  tandis  qu'on  sait  que  ce  n'est  que  lentement  que  la  pep- 
sine animale  pousse  le  dedoublement  au-dela  des  vraies  peptones  ou  de 


^)  Les  indications  des  concentrations  d'acides  du  tableau  n'ont  pas  une 
valeur  absolue  aux  essais  de  pepsine  les  solutions  aqueuses  de  pepsine 
reagissant  toujours  acide.  En  titrant  avec  de  la  phenol-phtaleine  comme 
indicateur,  on  a  neutralise  10*^^  d'une  solution  de  pepsine  a  2  p.  c.  par 
2^^70.  d'hydrate  de  sodium  titre  normal  au  10®.  Aux  essais  nos.  931 — 
942,  auxquels  la  solution  de  pepsine  etait  a  5  p.  c,  Tacidite  s'est  done 
tortement  augmentee,  Aux  essais  nos.  967—994,  auxquels  les  concen- 
trations d'acide  chlorhydrique  etaient  plus  fortes  encore,  on  aura  peut- 
etre  dejii  depasse  la  limite  d'acidite  la  plus  favorable. 
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mati^res  precipitables  encore  par  I'acide  tannique^).  II  ne  faul  done 
pas  s'etonner  que  j'aie  eu  des  effets  relativement  faibles  partout,  meme 
pour  la  caseine.  —  11  parait  que  Taction  d'une  solution  de  pepsine  a 
5  p.  c.  est  beaucoup  plus  forte  que  celle  d'une  solution  k  "2  p.  c, 
resultat  auquel  il  ne  fallait  guere  s'attendre  d'apres  les  renseignemenls  que 
nous  donne  generalement  a  ce  sujet  la  litterature.  Mais  peut-etre  faut-il 
chercher,  nous  venons  de  le  dire,  I'explication  dans  I'acidite  plus  favo- 
rable des  premiers  essais;  peut-etre  faut-il  rapporter  le  trait  plus  grand 
a  une  autopeptonisation  plus  energique ,  car  c'est  un  fait  qu'une  auto- 
peptonisation  a  lieu.  Cependant,  a  la  phase  revelee  ici  les  extraits  de 
malt  ont  a  tous  les  essais,  tant  a  ceux  avec  la  proteine  qu'a  ceux 
avec  la  caseine,  agi  avec  plus  de  force  que  la  pepsine,  a  part  Tessai 
avec  les  caseine  -(-  pepsine  -|-  acide  chlorhydrique  (a  0.9  p.  m.).  A  une 
concentration  convenable  d'acide,  I'extrait  de  malt  agit  aussi  energiquement 
sur  la  caseine  que  sur  la  proteine  de  froment,  qui  est  beaucoup  moins 
fortement  attaquee  par  la  pepsine.  On  est  encore  frappe  de  la  diffe- 
rence de  Taction  de  la  pepsine  sur  la  caseine  selon  que  la  solution  ou 
Taction  se  passe  contient  de  Tacide  chlorhydrique  ou  de  Tacide  lac- 
tique:  Taction  est  beaucoup  plus  faible  dans  le  dernier  cas.  L'extrait 
de  malt  n'agit  que  tres  faiblement  a  Tacide  chlorhydrique  a  0.9  p.  m., 
concentration  tres  favorable,  au  contraire,  a  la  pepsine. 

Partie  pour  examiner  Tinfluence  qu'exerce  Textrait  de  malt  sur 
encore  une  albumine,  partie  pour  voir  si  la  pepsine  ne  serait  pas 
superieure  a  Textrait  de  malt  aux  phases  anterieures  de  la  proteolyse 
(revelees  par  d'autres  precipitants  que  le  tannin),  on  a  fait  les  essais 
que  voici: 

IIP  Serie  (Essais  nos.  1487  —  1540).  Gomme  autrefois,  on  se  sert 
de  proteine  de  froment  et  de  caseine,  mais  celle-ci  est  une  preparation 
de  Merck,  moins  soluble  et  donnant  toujours  une  emulsion  tres  trouble 
contenant  quelques  flocons  indissous.  De  plus,  on  se  sert  d'une  pre- 
paration dessechee  d'ovalbumine  dont,  cependant,  !a  solution  con- 
tenait  a  peine  2  p.  c.  On  dissout  la  proteine  de  froment  dans 
de  Tacide  lactique  a  0.4  p.  c. ,  les  deux  autres  dans  de  Tacide 
chlorhydrique  a  0.1  p.  c,  les  liquides  a  essayer  contenant  ainsi  0.2  p.  c. 
d'acide  lactique  et  0.05  p.  c.  d'acide  chlorhydrique.  On  emploie  Tex- 
trait de  malt  ordinaire  et  une  solution  a  2  p.  c.  de  pepsine  de  Langebek. 
Tous  les  essais  se  font  a  la  temperature  de  45^  qui  se  trouve  au 
milieu     de     la     temperature     optima    des    deux    solutions    diastasiques. 


*)  V.  Sal  ask  in:  Zeitschr.  f.  physiol.  Chemie  XXXII,  592  (1901).  D.  Law- 
row,  ibid.  XXXIII,  312  (1901).  Leo  Langstein:  Beitr.  zur  chem. 
Physiol,  und  Pathol.  I,  507  ss.  (1902). 


i252 


Comme  precipitants,    on   se   sert   d'acide   tannique  et  de  chlorure  mer- 
curique  (sublime). 

Voici  d'abord  quelques  observations  sur  la  precipitation  par  le 
sublime^),  dont  je  n'ai  pas  encore  parle.  On  emploie  une  solution 
presque  saturee  (a  5 — 7  p.  c.)  de  chlorure  mercurique.  Comme  celle-ci 
reagit  fortement  acide,  il  est  necessaire  de  neutraliser  avant  de  preci- 
piter,  sans  quoi  la  proteine  de  froment  ne  se  precipite  pas  complete- 
ment.  En  prenant  pour  indicateur  la  phenol-phtaMine,  on  fait  la 
neutralisation  au  moyen  d'eau  de  chaux,  qu'on  ajoute  goutte  par  goutte 
par  une  burette  jusqu'a  I'apparition  du  plus  faible  rouge.  On  emploie 
toujours  lO*^'^  de  la  solution  de  sublime.  Le  precipite  se  deposant  vite 
la  liqueur  suspendue  devient  limpide.  (Une  serie  d'essais  de  controle 
m'ont  demontre  que,  par  ce  proc6de,  on  precipite  toute  la  matiere 
pr^cipitable,  de  sorte  que  les  liquides  filtres  restaient  clairs  sans  donner 
de  pr^cipites  ullerieurs  en  ajoutant  encoi-e  du  sublime). 


Essais  nos.  1487—1540 


Pre- 
cipi- 
tant 


Az  du  liquide  filtre 


pour  corn- 
men  cer 


au  bout  de 

2  heures  a 

460 


Az 

dedou- 
ble 


Proteine  de  froment-ac.  lactique-edm. .  . . 


pepsine 


Ovalbumine-H  Gl-edm. 


—     pepsine 


Gaseine-H  Cl-edni. 


—      —     pepsine 


mg 

HgCP 

9.48 

tannin 

8.90 

HgCP 

22.96 

tannin 

16.06 

HgCP 

9.06 

tannin 

9.30 

HgCP 

21.36 

tannin 

15.62 

HgCP 

9.50 

tannin 

9.50 

HgCP 

22.90 

tannin 

16.30 

mg 

26.00 
20.40 
35.82 
20.90 
12.50 
13.62 
26.34 
20.36 
17.66 
17.02 
35.22 
21.90 


mg 

16.52 

11.50 

12.86 

4.84 

3.44 

4.32 

4.98 

4.74 

8.16 

7.52 

12.32 

5.60 


Ges  essais  font  voir  qu'a  Taction  qu'exerce  sur  la  proteine  de 
froment  la  pepsine,  il  se  forme  une  quantite  considerable  de  produits 
qui  echappent  a  la  precipitation  par  le  sublime  mais  que  precipite  le 
tannin  (probablement  des  peptones).  Aux  essais  avec  I'extrait  de  malt, 
la  difference    entre  ces  deux    precipitations  est  beaucoup  moins  grande. 


1)  V.  Schjerning:  Zeitschr.  f.  anal.  Chemie  XXXVII,  413  (1898). 
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On  obtient  le  meme  resultat  des  essais  avec  la  caseine  qui,  en  general  dans 
cette  serie,  est  beaucoup  plus  susceptible  de  Taction  de  la  pepsine  que  de 
celle  de  I'extrait  de  malt.  L'ovalbumine  semble  etre  egalement  resistante 
aux  attaques  des  deux  enzymes:  il  n'y  a  guere  de  difference  entre  ce 
qui  echappe  a  I'une  ou  a  I'autre  des  deux  precipitations,  a  celle  par 
le  sublime  ou  a  celle  par  le  tannin.  L'interet  principal  de  cette  serie 
d'essais  se  trouve  dans  les  differences  entre  les  precipitations  par  le 
sublime  et  celles  par  le  tannin:  elles  nous  revelent  —  c'est  la  un 
point  auquel  je  vais  revenir  —  des  phases  diverses  de  la  proteolyse. 
Si  on  ne  se  sert  comme  precipitant  que  de  I'acide  tannique  pour  com- 
parer les  effets  proteolytiques  d'un  extrait  de  malt  et  d'une  preparation 
de  pepsine,  on  sera  facilement  induit  en  erreur;  de  meme  que  la  supe- 
riorite  generate  de  I'extrait  de  malt  dans  la  phase  revelee  par  ce  pre- 
cipitant ne  permel  aucune  conclusion  bien  sure  sur  le  pouvoir  fermen- 
tatif  proteolytique  des  deux  solutions.  A  cet  egard,  les  essais  suivants, 
auxquels  on  a  fait  la  comparaison  avec  la  trypsine  animate  pour  ce 
que  j'appelle  la  phase  pepsique  et  la  phase  trypsique  de  la  proteolyse, 
auront  un  interet  general. 

IV^  Serie  (Essais  nos.  2339 — 2368).  —  A  ces  essais,  on  examine 
Taction  d'un  extrait  de  malt  sur  la  fi brine  de  boeuf  en  milieu  acide 
tant  qu'en  milieu  alcalin.  A  titre  de  comparaison,  je  fais  agir  un  ex- 
trait de  pancreas  (de  la  trypsine)  sur  la  meme  substance  en 
miheu  ajcalin.  L'extrait  de  malt  est  prepare  le  jour  meme  oii  on 
Tapplique.  Voici  comment  on  le  neutralise  aux  essais  qui  se  font  en 
milieu  alcalin:  Ayant  trouve  que  10^^  d'extrait  demandent  2<^^.4  d'hy- 
drate  de  sodium  titre  normal  au  10®  pour  produire,  par  de  la  phenol- 
phtaleine,  une  teinte  rouge  reconnaissable^  on  additionne  a  97^*^.6  d'extrait 
de  malt  2<^<^.4  d'hydrate  de  sodium  titre  normal.  Puis,  on  s'en  sert 
tout  de  suite ,  sans  enlever  par  filtration  le  precipite  faible  produit 
par  la  neutralisation.  Pour  la  fibrine  et  I'extrait  de  pancreas,  je  les 
ai  regus  le  meme  jour,  13  decembre,  par  un  grand  froid,  tout  frais 
du  laboratoire  du  professeur  Bohr.  Je  m'en  suis  servi  tout  de  suite 
a  mes  essais.  J'ai  eu  deux  echantillons  de  I'extrait  aqueux  de  pan- 
creas, dont  Tun  sature  de  chloroforme.  Gelui-ci  a  servi  aux  essais 
prolonges  (24  heures),  Tautre,  sans  chloroforme,  aux  essais  courts 
(2  heures).  Les  deux  out  reagi  alcalin.  Avant  de  servir,  la  fibrine,  se 
trouvant  dans  de  Teau  de  chloroforme,  est  pressee,  rincee  a  Teau  a 
plusieurs  reprises,  pressee  de  nouveau  et  a  la  fin  entre  du  papier 
a  filtrer,  enfin  coupee  en  petits  morceaux.  On  ne  pese  pas  ce  qu'on 
en  prend  pour  chaque  essai,  mais,  par  approximation,  on  en  fait 
entrer  la  meme  quantite  a  tons  les  essais.  On  porte  dans  des  fioles  avec 
10*^^  d'acide  lactique  a  0.4  p.  c.  et  avec   lO^'^  de  carbonate  de  sodium 
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a  0.27  p.  c.  (liquide  titre  normal  au  20®,  a  peu  pres)  respectivement.  Gomme 
on  y  ajoute  10^<^soit  d'extrait  de  malt,  soit  d'extrait  de  pancreas,  on  ob- 
tient  une  concentration  d'acide  de  0.2  p.  c.  et  une  concentration  d'al- 
cali  de  0.135  p.  c.  La  fibrine,  plongee  dans  I'acide  lactique,  se  gonfle 
vite  formant  une  gelee  transparente.  Gelle,  au  contraire,  mise  dans 
la  solution  de  carbonate  de  sodium  reste  retrecie.  —  Les  essais  sont 
faits  a  la  temperature  de  47^.  Les  uns  durent  2  heures;  d'autres 
24  heures.  Tons  les  essais  alcalins  sont  additionnes  de  toluol.  Toutes 
les  fioles  sont  bouchees  pendant  le  temps  d'essai.  On  precipite  par  le 
chlorure  stanneux  et  par  I'acide  tannique.  Une  colonne  particuliere 
du  tableau  suivant  (v.  p.  255)  indique  les  changements  visibles  qu'a  subis 
la  fibrine  a  la  fin  des  essais. 

II  resulte  de  ces  essais  que  les  enzymes  proteolytiques  de  I'extrait 
de  malt  sont  a  meme  de  dedoubler,  sur  une  assez  grande  echelle,  la 
fibrine  de  boeuf.  Leur  action  depasse  meme,  quant  aux  produits  de 
dedoublement  trypsiques  (que  j'appellerai  ici  tout  court  azote  amide, 
par  opposition  a  I'azote  d'albumose,  produits  de  dedoublement  pepsiques), 
celle  de  I'enzyme  pancreatique  pendant  les  deux  premieres  heures  d'essai. 
Pour  la  formation  d'albumoses,  les  enzymes  proteolytiques  du  malt  ne 
sont  que  peu  inferieures  a  I'enzyme  pancreatique.  Leur  action,  il  est 
vrai,  se  fait  le  mieux  sentir  en  milieu  acide,  etant  presque  nulle  en 
milieu  alcalin,  fait  qui  est  contraire  a  I'affirmation ,  faite  sans  preuves 
de  Windisch  et  Schellhorn^),  suivant  laquelle  Taction  de  la  pep- 
tase  de  malt  sur  les  matieres  proteiques  d'origine  animate  se  ferait  le 
mieux  en  milieu  alcalin.  Au  bout  de  24  heures,  cependant,  la  trypsine 
a  forme  de  la  fibrine  beaucoup  plus  d'azote  d'albumose  et  d'azote 
amide  que  I'extrait  de  malt,  mais,  chose  assez  remarquable,  celui-ci  a 
aussi,  au  bout  des  24  heures,  forme  relative ment  beaucoup  plus 
d'azote  amide  que  d'azote  d'albumose.  II  semble  que  I'extrait  de  malt 
ne  puisse  dedoubler  en  albumoses  qu'une  certaine  quantite  de  fibrine, 
moins  grande  que  celle  dedoublee  par  la  trypsine,  et  que  le  rapport 
entre  Paction  pepsique  et  Taction  trypsique  est  change  par  le  dedou- 
blement ulterieur  des  albumoses. 

En  dehors  de  cette  serie  d'essais,  j'ai  encore  fait  quelques  expe- 
riences isolees  assez  interessantes  pour  rechercher  Tinfluence  qu'exercent 
sur  la  fibrine  I'extrait  de  malt  et  I'extrait  pancreatique.  Le  14  de- 
cembre,  j'ai  introduit  5s^8  de  fibrine  bien  lavee  dans  110*=^^  d'extrait 
de  malt  contenant  0.2  p.  c.  d'acide  lactique.     Puis,  ayant  convert  Tex- 


1)  V.  Windisch  und  Schellhorn:  Wochenschr.  fiir  Brauerei  XVII,  535 
(1900)  ou  J.  R.  Green:  ,Die  Enzyme"  iibersetzt  v.  Windisch,  p.  210, 
Anm.    Berlin  (1901). 
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trait  d'une  couche  epaisse  de  toluol,  je  I'ai  abandonne  a  lui-meme  a 
42^  —  43^  (A).  Le  meme  jour,  des  filaments  fibrineux  ont  ete  intro- 
duits  dans  un  extrait  pancreatique  a  0.12  p.  c.  de  soude  avec  du  chlo- 
roforme,  a  la  meme  temperature  (B).  Le  16  decenibre,  les  filaments 
fibrineux  d'A  etaient  tombes  en  flocons  qui,  pour  la  plupart,  s'etaient 
deposes  sous  la  forme  de  precipite.  En  B,  toute  la  fibrine  etait  dis- 
soute,  et  le  liquide  presque  limpide.  Au  courant  des  jours  suivants,  le 
precipite  d'A  allait  toujours  en  disparaissant  sans  avoir  completement 
disparu  a  la  fin  du  mois  de  Janvier  de  1902.  Le  troisieme  jour,  B 
etait  parfaitement  limpide  tout  en  donnant  un  mince  depot  blanchatre. 
Les  16,  17,  19,  20,  26,  30  decembre,  les  16  et  20  Janvier,  on  a  essaye  si 
B  donnait  la  reaction  de  tryptophane  en  acidulant  avec  de  I'acide 
acetique  et  en  ajoutant  quelques  gouttes  de  brome,  mais  toujours  avec 
un  resultat  negatif:  on  n'obtenait  qu'un  precipite  jaune  et  insoluble 
dans  I'alcool  amylique,  sans  teinte  violette  aucune.  Mais  lorsque,  le 
16  Janvier,  j'ai  essaye  la  reaction  aussi  a  I'extrait  de  malt  contenant 
la  fibrine  et  auquel  je  ne  m'attendais  pas  a  un  resultat  positif,  il  s'est 
produit  une  reaction  de  tryptophane  extremement  belle  et  tres  pro- 
noncee  donnant  avec  de  I'acide  acetique  et  Teau  de  brome  une  teinte 
violette  foncee,  absorbee  par  I'alcool  amylique.  II  m'est  impossible 
d'expliquer  pourquoi  Tessai  de  la  trypsine  ne  donnait  pas  cette  reac- 
tion, mais  si  elle  se  montre  d'une  maniere  si  prononc6e  a  I'essai  de 
I'extrait  de  malt,  on  est  en  droit  d'y  voir  I'effet  d'une  action  trypsique 
veritable,  amenant  la  formation  de  la  proteine-chromogene  si  caracte- 
ristique  a  la  digestion  trypsique. 


4.    Les  produits  de  dedoublement  proteolytiques. 

La  chimie  organique  moderne  n'a  guere  de  domaine  oil  I'incerti- 
tude  soit  aussi  grande  qu'a  la  caracterisation  et  a  la  systematisation  des 
matieres  proteiques  diverses  et  de  leurs  produits  de  dedoublement  pri- 
maires  (albumoses,  peptones).  On  ne  sait  guere  ce  qu'en  chaque  cas 
il  faudra  considerer  comme  matieres  proteiques  proprement  dites.  On 
se  demande  si  Ton  n'a  affaire  qu'a  une  partie  de  la  molecule  d'albu- 
mine  primitive,  ou  s'il  s'agit  d'un  compose  de  celle-ci  et  d'une  autre 
substance,  un  soi-disant  groupe  prosthetique  ou  chaine  lat^rale  (A.  Kos- 
seP))  de  nature  organique  ou  inorganique.  La  raison  en  est  qu'on 
n'a  aucun  criterium  sur  de  la  matiere  proteique  pure,    pas  meme  dans 


^)  A.  Kossel:  Ueber  den  gegenwartigen  Stand  der  Eiweisschemie,  Vortrag 
geh.  vor  der  Deutsch.  cheni.  Gesellsch.  1.  Juni  1901.  Ber.  d.  d.  chem. 
Gesellsch.  XXXIV,  3^2  (14.  Okt.  1901). 
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les  cas,  assez  frequents  aujourd'hui,  ou  on  peut  la  faire  cristalliser. 
Ainsi  differentes  albumines,  la  serumalbumine,  Tovalbumine,  la  lact- 
albumine  forment  des  cristaux  isomorphes  (Wichmann^)),  tandis  que 
leur  composition  elementaire  differe  tellement  que  toute  identite  entre 
elles  est  hors  de  question.  D'autre  part,  la  composition  elementaire  de 
cristaux  de  la  meme  matiere  albuminoi'de  (I'oxyhemoglobine,  I'ovalbu- 
mine,  I'edestine  du  chenevis)  presente  quelquefois  des  variations  tellement 
grandes  qu'il  n'y  a  pas  moyen  d'en  tirer  des  conclusions  sur  la  com- 
position de  la  substance  a  I'^tat  pur  (Fr.  N.  Schulz^)).  Quelquefois 
meme  on  ignore  comment  distinguer  les  vraies  matieres  proteiques  de 
leurs  produits  de  dedoublement  primaires. 

Aussi  se  fonde-t-on,  en  ce  moment,  pour  distinguer  entre  les 
divers  groupes  de  matieres  albuminoides  ou  leurs  produits  de  dedouble- 
ment, sur  des  proprietes  plus  ou  moins  constantes:  1^  leur  compo- 
sition elementaire,  surtout  leur  teneur  en  azote  (en  soufre,  en 
phosphore);  2<^  leurs  proprietes  physiques  (solubilite,  coagulabilite, 
conditions  de  precipitation,  diffusibilite,  pouvoir  rotatoire,  etc.);  3°  leurs 
produits  de  dedoublement  sous  I'influence  d'acides,  d'alcalis, 
d'enzymes,'  etc.;  4^  leur  maniere  de  se  comporter  vis-a-vis  de  pre- 
cipitants  chimiques;  5o  leur  reactions  de  coloration. 

Si  on  desire  connaitre  Taction  qualitative  d'une  enzyme  proteo- 
lytique,  c'est  a  dire  savoir  quels  sont  les  produits  de  dedoublement 
qui  se  forment  pendant  son  action  sur  les  matieres  albuminoides  qu'elle 
est  a  meme  de  transformer,  on  verra  vite  qu'il  est  difficile  de  donner 
une  reponse  quelque  peu  satisfaisante  a  cette  question.  D'abord,  il  est 
possible,  vraisemblable  meme  que  son  action  sur  les  diverses  matieres 
proteiques  (par  exemple  sur  celles  nommees  plus  haut)  est  quantita- 
tivement  et  qualitativement  differente.  Puis,  on  n'est  jamais  sur  que 
les  matieres  proteiques  dont  on  part,  soient  des  individus  chimiques 
a  Tetat  pur.  Enfin,  tant  qu'on  n'aura  pas  produit  I'enzyme  meme  a 
I'etat  de  purete,  une  partie  des  produits  trouves  (ainsi  ceux  qui  se 
manifestent  par  des  reactions  de  coloration  determinees)  pourra  provenir 
de  la  preparation  d'enzyme  meme. 

De  plus ,  une  proteolyse  —  comme  celle  traitee  ici  —  qui  con- 
duit le  dedoublement  des  matieres  albuminoVdes  au-dela  des  peptones 
a  la  formation  de  bases  hexoniques,  amides,  amines,  etc.,  est  une 
action    extremement   compliquee.     II  est   vrai   qu'on  y  trouve  des  com- 


^)  A.  Wichmann:     Ueber    die   Krystalformen   der  Albumine.     Zeitschr.  f. 

physiol.  Ghemie  XXVII,  592  (1899). 
^)  Fr.  N.  Schulz:    Die  Kryslallisation  von  Eiweissstoffen  und  ihre  Bedeu- 

tung  fiir  die  Eiweisschemie.     Gustav  Fischer.     Jena.     1901. 
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poses  beaucoup  mieux  caracterises  que  les  corps  nommes  tout  a 
I'heure.  En  effet,  pour  un  grand  nombre  d'entre  eux  on  en  connatt 
les  formules  constitutives,  ils  forment  des  cristaux  typiques  ou  des 
combinaisons  peu  solubles.  Mais  il  est  parfaitement  impossible,  par  les 
methodes  analytiques  modernes,  de  faire  simultanement  a  un  essai  de 
proteolyse  des  determinations  quantitatives  et  qualitatives  de  toutes  ces 
substances  ou  meme  de  quelques-unes  d'entre  elles.  11  n'y  a  guere 
personne  —  moi  moins  que  tout  autre  —  qui  soit  assez  presomptueux 
pour  s'imaginer  de  pouvoir  resoudre  cette  question.  En  cherchant  de 
contribuer  un  peu  a  la  solution  du  cote  qualitatif  de  la  question  de  la 
proteolyse  c'est  expres  que  je  me  suis  trace  les  limites  les  plus 
^Iroites:  au  lieu  de  rechercher  en  detail  quelles  sont  les  substances 
caracteristiques  produites  pendant  Taction  des  enzymes  en  question,  je 
me  suis  borne  a  tacher  de  les  distinguer  par  groupes  au  moyen  de 
Temploi  de  precipitants  divers  ou  de  la  dialyse.  D'autre  part,  je  n'ai 
guere  attache  d'importance  aux  reactions  de  coloration  pour  la  distinc- 
tion des  groupes  qualitativement  differents.  Aussi  ne  me  suis-je  servi 
de  cette  methode  que  par  occasion  et  a  cote  d'autres  methodes.  ■ 

Je  n'ai  point  essaye  de  determiner  les  produits  de  dedoublement 
tres  profonds  cristallins  en  les  preparant  a  I'etat  pur.  Mais  ce  qui, 
pour  moi,  pr6sente  ici  le  plus  grand  interet  theorique  et  pratique  c'est 
d'abord  de  constater  la  quantite  et  la  nature  des  produits  de  dedouble- 
ment primaires  formes  (albumoses,  peptones),  compares  a  to  us  les 
autres  composes  pris  ensemble  (bases  hexoniques,  corps  amides, 
etc.),  puis  d'examiner  les  variations  des  rapports  de  tons  ces  composes, 
amenees  par  la  variation  des  conditions  experimentales.  Pour  obtenir 
ces  renseignements,  je  me  suis  servi:  P  de  quelques-uns  des  precipi- 
tants qui,  d'apres  les  indications  de  la  litterature,  precipitent  telle  subs- 
tance et  ne  precipitent  pas  telle  autre;  2°  de  la  diffusion. 

Hatons-nous  d'ajouter  que  les  savants  sont  loin  d'etre  d'accord 
sur  les  substances  precipitables  par  chaque  precipitant,  et  que,  natu- 
rellement,  les  conditions  de  precipitation  jouent  le  plus  grand  role  a 
cet  egard.  Mais  que  le  sens  que  j'attribue  a  mes  resultats  soit  vrai 
ou  faux  —  ce  qui  leur  donne  de  la  valeur  c'est,  a  mon  avis,  qu'autant 
que  possible  mes  precipitations  ont  toujours  ete  faites  aux  memes  con- 
ditions, que  je  me  suis  toujours  servi  de  la  meme  matiere  albuminoi'de 
(la  proteine  de  froment)  employant  des  extraits  de  malt  prepares  de  la 
meme  maniere,  et  qu'en  variant  les  conditions  de  Taction  de  Tenzyme 
de  la  meme  serie  d'essais ,  j'ai  determine  quantitativement  Tazote  qui, 
au  meme  temps,  s'est  soustrait  a  la  precipitation  par  des  precipitants 
divers.     Mes  resultats  ont,  en  tout  cas,  ainsi  une  valeur  relative. 
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A.     Emploi  simultane  de  plusieurs  precipitants. 

Dans  ce  qui  precede  nous  avons  cite  des  series  d'essais  auxquelles 
on  s'est  servi,  pour  precipiter,  de  chlorure  stanneux  et  d'acide  tannique 
a  la  fois;  une  serie  a  laquelle,  en  outre,  on  a  employe  du  sulphate  de 
zinc  et  de  Pacetate  uranique,  ainsi  que  de  la  magnesie  pour  la  distil- 
lation d'ammoniaque  (v.  p.  189  —  90);  une  serie,  enfin,  ou  c'est  le  chlorure 
mercurique  qui  a  servi  de  precipitant  (p.  252).  Tout  en  revenant,  dans 
la  suite ,  sur  les  resultats  de  ces  essais  je  renvoie ,  pour  les  manipula- 
tions, aux  parties  pr^c^dentes. 

II  me  reste  ici  a  decrire  encore  une  methode  de  precipitation, 
dont  je  n'ai  pas  parle  plus  haut:  la  precipitation  par  I'acide  phos- 
photungstique.  Je  me  sers  d'une  solution  de  cette  substance  a 
10  p.  c.  dans  de  I'acide  chlorhydrique  a  5  p.  c.  On  commence  par 
rechercher  la  quantite  necessaire  pour  operer  une  precipitation  com- 
plete dans  I'extrait  de  malt  et  dans  la  solution  de  la  proteine  de  fro- 
ment  de  la  concentration  ordinaire.  On  voit  que  10^*^  d'extrait  de 
malt  +10^^  de  solution  de  proteine  de  froment  donnent  la  meme 
precipitation  complete  par  10^^,  20<^<=  ou  30<^<=  d'acide  phosphotungstique : 
c'6st  a  dire  I'additionnement  de  cet  acide  au  liquide  filtre  ne  donne  ni 
precipite  ni  opacile.  Aussi  emploie-t-on  toujours  20*^*^  de  la  solution 
d'acide  phosphotungstique.  On  etend  d'eau,  comme  a  I'ordinaire,  jus- 
qu'a  50 '^*^,  et  le  dosage  d'azote  se  fait  pour  la  moitie  du  liquide  filtr^. 

7^^«  Serie  (Essais  nos.  1373  —  1400):  Precipitation  par  le  sulfate 
de  zinc,  par  I'acide  tannique  (tan.)  et  par  I'acide  phospho- 
tungstique (ph.-tg.)  dans  lO^'^  d'extrait  de  malt  et  dans  10 <^<^d' ex- 
trait  de  malt  +  lO'^*^  de  solution  de  proteine  de  froment.  Les  preci- 
pitations sont  faites  au  commencement  de  I'essai,  et  au  bout  de 
2  heures  a  47^: 

Azote  total  de  10^*^  d'edm.  =  19°'S.62. 


Precipitant 

Az  du  liquide  filtre 

Az 

pour 
commencer 

au  bout  de 

2  heures  a 

470 

dedoubl6 

lO"''  d'edm 

ZnSO* 

tan, 
ph.-tg. 
ZnSO* 

tan. 
ph.-tg. 

mg 

9.68 
7.28 
12.72 
9.66 
6.4^ 

mg 

Tl 

12.62 

8.28 
24.86 
19.46 
10.66 

mg 

n 

2.94 
1.00 
12.14 
9.80 
4.26 

10*=*^  d'edni.4-  10^*=  de  prot... 
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On  voit  done  que  les  trois  precipitants  precipitent  des  quantites 
tres  differentes  de  Tazote  total.  Mais  avant  d'en  discuter  le  sens,  je 
vais  citer  encore  quelques  autres  essais. 

IF  Serie  (Essais  nos.  1405 — 1442).  Memes  precipitants  qu'a  la 
serie  precedente.  Mais  les  essais  sont  faits  a  des  temperatures  diffe- 
rentes; ils  sont  arretes  au  bout  de  3  heures: 

Az  total  de  lO^'^  d'edm.  =  19^^.21. 


Precipi- 
tant 

Az  du  liquide  filtre 

Az 

pour  com- 
mencer 

au  bout  de  3 

heures  a  la 
temperature  de 

dedouble 

10  ^'^  d^edm.-f  10"  de  prot. 

ZnSO* 

tan. 
ph.-tg. 
ZnSO* 

tan. 
ph.-tg. 
ZnSO* 

tan. 
ph.-tg. 
ZnSO^ 

tan. 
ph.-tg. 
ZnSO* 

tan. 
ph.-tg. 

mg 
10.76 

9.32 

,      624 

1     10.76 

9.32 

6.24 

10.76 

9.32 

6.24 

1     10.76 

932 

6.24 

10.76 

9.32 

6.24 

mg 

M1.96 

4o|    9  46 

[   6.40 

( 14.20 

190    11,42 

(    6.80 

r  19.24 

310    16  04 

[    9.74 
(  25.64 

47  o|  21.94 
[  12.88 
i  20.16 

60  o|  17.02 
i  10.44 

mg 
1.20 
0.14 
0.16 
3.44 
2.10 
0.56 
8.48 
6.72 
3.50 
14.88 
12.62 
6.64 
9.40 
7.70 
4.20 

On  n'a  pas  construit  de  courbes  de  ces  chiffres  directement ;  mais 
on  pourra  comparer  les  planches  XIII  et  XIV  de  la  serie  suivante;  on 
y  trouvera  les  resultats  des  precipitations  par  I'acide  phosphotungstique 
de  cette  serie-ci,  marques  par  une  ligne  ponctuee. 

IIP  Serie  (Essais  nos.  1561  — 1612).  On  y  opere  aux  memes 
temperatures  qu'a  la  II®  serie  en  se  servant,  cependant,  de  deux  autres 
precipitants:  du  chlorure  stanneux  et  du  sublime^  ainsi  que  du  sulfate 
de  zinc  et  de  Tacide  tannique,  mais  sans  se  servir  de  I'acide  phospho- 
tungstique.    La  duree  est  de  3  heures. 

Az  total  de  10"  de  solution  de  prot^ine:  33™^.22 
—     —      -     lO*^'^  d'edm.:  20™MO 


en  tout:  bS'^^M 
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Precipi- 
tant 


Az  du  liquide  filtre 


pour  com- 
mencer 


au  bout  de  3 

heures  a  la 

temp6iature  de 


Az 

dedouhle 


10 '^'^  d'edm.4-  10*=^  de  prot. 


SnCP 
HgCP 
ZnSO* 

tan. 
SnCF 
HgCl^ 
ZnSO* 

tan. 
SnCP 
HgCl^ 
ZnSO* 

tan. 
SnCP 
HgCP 
ZnSO* 

tan. 
SnGP 
HgCP 
ZnSO* 

tan. 


mg 

15.84 

9.86 
11.60 
10.04 
15.84 

9.8G 
11.60 
10.04 
15.84 

9.86 
11.60 
10.04 
15.84 

9.86 
11.60 
10.04 
15.84 

9.86 
11.60 
10.04 


40 


190. 


31  oj 


•TV 


60" 


mg 
21.18 
11.40 
12.10 
10.54 
28.90 
16.02 
14  56 
13.28 
40.12 
23.80 
21.76 
20.34 
f  43.86 
29.70 
27.62 
24.94 
4-2.98 
24.76 
23.60 
19.98 


mg 

5.34 

1.54 

0.50 

0.50 

13.06 

6.16 

2.96 

3.24 

24.28 

13.94 

10.16 

10.30 

28.02 

19.84 

16.02 

14.90 

27.14 

14.90 

12.00 

9.94 


Ces  resultats  sont  aussi  representes  graphiquement  sur  les  planches 
XIII  et  XIV.  Sur  la  premiere,  les  courbes  sont  dress^es  d'apres  les 
chiffres  de  la  quatrieme  colonne  du  tableau  (Az  du  liquide  filtre  au 
bout  de  3  heures).  On  voit  ainsi  comment,  a  un  moment  donne,  les 
diff^rents  precipitants  divisent  I'azote  du  liquide  a  essayer  total  a  des  tem- 
peratures varices.  L'autre  planche  nous  montre  la  quantite  d'azote,  ex- 
prim^e  en  chiffres  absolus,  dedoublee,  pendant  le  temps  d'essai,  aux 
temperatures  variees,  de  maniere  a  se  soustraire  a  la  precipitation  par 
les  memes  precipitants  (v.  les  chiffres  de  la  cinquieme  colonne  du 
tableau).  Mais  que  les  resultats  s'expriment  de  maniere  ou  d'autre, 
on  verra  que  la  courbe  du  sublime,  celle  du  sulfate  de  zinc  et  celle 
de  I'acide  tannique  courent,  pour  ainsi  dire,  parallelement  et  a  peu  de 
distance  I'une  de  I'autre.  La  courbe  du  chlorure  stanneux,  au  con- 
traire,  passe  tres  loin  des  autres.  De  47^  —  60^,  elle  passe  parallele- 
ment a  I'axe  des  abscisses.  Ge  fait  indique  que  le  temps  d'essai  rela- 
tivement   long   (3    heures)   a   suffi    pour   que,    meme   a   la   temperature 

18 
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moins  favorable  de  60^.  la  reaction  ait  pu  aller  aussi  loin  qu'a  la 
temperature  plus  favorable  de  47^,  a  laquelle  elle  serait  essentieJlement 
finie  avant  I'expiration  des  3  heures  (comp.  essais  p.  263).  Les  extraits 
de  malt  de  cetle  serie  et  ceux  de  la  serie  precedente  ayant,  a  peu 
pres,  la  meme  teneur  en  azote  et  le  meme  pouvoir  fermentatif  si  Ton 
regarde  les  precipitations  par  le  sulfate  de  zinc  et  I'acide  tannique ,  on 
est  en  droit,  en  quelque  fa(^on,  d'introduire,  a  titre  de  comparaison, 
la  courbe  de  I'acide  phosphotungstique  de  la  II®  Serie,  ainsi  qu'on 
I'a  fait  aux  planches  XIII  et  XIV.  On  a  ainsi  une  vue  claire  de  la 
maniere  dont  les  differents  precipitants  divisent  I'azote  d'un  liquide  a  essayer 
comme  celui  employe  ici,  apres  que  les  enzymes  proteolytiques  y  ont 
exerce  leur  action  pendant  un  certain  temps,  a  des  temperatures  diverses. 

Ge  qui,  a  cette  serie  d'essais,  offre  le  plus  d'interet,  a  mon  avis, 
c'est  la  hauteur  a  laquelle  atteint  la  courbe  de  chlorure  stanneux  (a 
47^  et  a  60^),  ainsi  que  la  grande  distance  entre  cette  courbe  et  les 
autres  courbes.  Quelques  questions  se  sont  alors  presentees  que  j'eus 
envie  d'approfondir:  1°  Taction  revelee  par  la  courbe  de  chlorure 
stanneux  a-t-elle  atteint  son  maximum  au  bout  des  3  heures  et,  sous 
ce  chef,  combien  de  I'azote  encore  precipitable  a  ce  moment  faut-il 
croire  originaire  de  la  proteine,  combien  de  I'extrait  de  malt  employe? 
2°  un  temps  d'essai  plus  long  aura-t-il  pour  effet  de  rapprocher  de 
plus  en  plus  les  differentes  courbes?  Les  deux  series  suivantes  con- 
tribueront  a  eclaircir  ces  points : 

IV^  Serie  (Essais  nos.  1613— 1668).  En  dehors  d'essais  avec  le 
melange  ordinaire  de  proteine  de  froment  et  d'extrait  de  malt,  on  a 
fait  dss  essais  d'autodigestion  avec  des  extraits  de  malt  seuls,  addi- 
tionnes  de  leur  volume  d'eau  a  0.4  p.  c.  d'acide  lactique.  Comme  pre- 
cipitants on  ne  se  sert  que  de  chlorure  stanneux  et  de  sulfate  de  zinc. 
Les  temperatures  sont  les  memes  qu'a  la  serie  precedente  (seulement 
33^  au  lieu  de  31^).  On  arrete  les  essais  au  bout  de  trois  heures. 
A  la  temperature  de  47^,  cependant,  j'en  ai  fait  durer  quelques-uns  4 
et  5  heures. 

Les  resultats  sont  indiques  au  tableau  ci-dessous  (p.  263)  et  par 
les  courbes  de  la  PI.  XV.     Voici  ce  qu'ils  nous  apprennent: 

L'action  revelee  par  la  precipitation  par  le  chlorure  stanneux  a 
reellement  atteint  son  maximum,  a  tres  peu  pres,  au  bout  des  3  heures 
(v.,  du  reste,  la  serie  suivante).  Plus  de  la  moitie  (3™s.66  sur  6™s.84) 
de  I'azote  precipitable  encore  au  bout  de  5  heures  se  trouve  dans 
I'extrait  de  malt  meme.  Du  reste,  les  transformations  dans  ce  sens 
qui  se  sont  faites  de  la  3®  a  la  5®  heure  ne  depassent  pas  ce  qu'on 
pourra  attribuer  aux  erreurs  experimentales  (a  la  3®  heure:  15^^.24; 
a  la  4  heure:   15"^&.24;    a  la  5«  heure:   15'"&.44).     La  petite  distance 
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qu'il  y  a  entre  les  courbes  de  chlorure  stanneux  et  celles  de  sulfate 
de  zinc  aux  essais  avec  les  extraits  de  malt  seuls,  demontrent  qu'aux 
essais  avec  la  proteine  de  froment  les  substances  qu'il  faut  mesurer 
par  cette  distance,  doivent  etre  formees,  pour  la  plupart,  de  cette  proteine. 

Az  total  de  10^^  de  solution  de  proteine:   33 "^^.74 
-     -       -    10"^  d'edm.:  19""g.lO 


total:  52 "^^.84 


Preci- 
pitant 


Az  du  liquide  filtre 


pour 

commen- 

cer 


au  bout  de  3 
heures  a  la  tem- 
perature de 


Az 
dedoubl6 


10^^  d'edm.  +  10^^  de  prot. 


10 "'^  d'edm. 


SnCP 

ZnSO* 

SnCP 

ZnSO* 

SnCP 

ZnSO* 

SnCP 

SnCP 

SnCP 

ZnSO* 

SnCP 

ZnSO^ 

SnCP 

ZnSO* 

SnCP 

ZnSO* 

SnCP 

ZnSO* 

SnCP 

SnCP 

SnCP 

ZnSO* 

SnCP 

ZnSO* 


mg 
16.20 
10.44 
16.20 
10.44 
16.20 
1044 
16.20 
16.20 
16.20 
10.44 
16.20 
10.44 
12.70 
10.20 
12.70 
10.20 
12.70 
10.20 
12.70 
12.70 
12.70 
10.20 
12.70 
10.20 


mg 

r  22.88 

(  11.20 

i  29.72 
19°' 

I  13.02 


33 


r  42.86 
(21.36 


470^ 


60 


r  45.04 
44.84  (4  hs. 
46.00(5   - 
26.60 
40.32 
18.60 

0/  ^^-^^ 
1 10.52 


•( 


(  13.52 
19  «^ 

(11.38 


33 


470. 


60« 


0/  ^^-^^ 
i  12.76 

15.24 

15.24  (4  hs. 

15.44(5  - 

13.80 

14.24 

12.70 


mg 

6.18 

0.76 
13.52 

1.58 
26.66 
10.92 
28.84 

(28.64)  (4hs. 
(29.80)  (5   - 
16.16 
24.12 

8.16 

0.3G 

0.32 

0.82 

1.18 

0.78 

2.56 

2.54 

(2.54)  (4hs. 
(2.74)  (5   - 

3.60 

1.54 

2.50 


V^  Serie  (Essais  nos.  1711  — 1776).  La  marche  des  essais  a  ete 
decrite  en  detail  p.  189  —  91.  Nous  nous  bornons  ici  a  rappeler  que 
les  precipitants  etaient  le  chlorure  stanneux,  le  sulfate  de  zinc,    I'acide 
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tannique  et  I'acetate  uranique,  et  qu'on  avait  distille  de  I'amnioniaque 
par  de  la  magn6sie  calcinee.  Les  essais  s'etendaient  de  1  a  48  heures. 
Pour  plus  de  clarte,  je  r^imprime  le  tableau  des  resultats  renvoyant 
a  la  PI.  V  et  a  Texplication  partielle  des  essais,  donnee  p.  191—92. 

Az  total  de  10^^  de  solution  de  proteine:   31°^^,46 
_       _      .     10 ^'^  d'edm.:  18 "^^.84 


total:  50 "'^.SO 


Chlorure             Sulfate 

Acide 

Acetate 

Magnesie 

stanneuz 

de  zinc 

tanniqne 

nranique 

Az  en  milli- 

Az en  milli- 

Azen milli- 

Azen milli- 

Azen milli- 

Nos. 1711— 1776 

grammes 

grammes 

grammes 

grammes 

grammes 

0} 

dedoubl6 
par  heure 

u 
3 

u 
3 

3 

3   3 
^  !3 

3   '-5 

u 
"2     3 

Au 

bout  de   0  heuies 

15.62 

_ 

11.60 

_ 

10.48 

_ 

9.64 

1.06 

_ 

—        -     1       - 

40.40 

24.78 

18.64 

7,04 

16.96 

6.48 

20.12 

10.48 

1.35 

0.29 

-     2      — 

42.36 

1.96 

j  24.28 

5.64 

21.16 

4.20 

24.84 

4.72 

— 

— 

—        -     3       - 

43.76 

1.40 

25.24 

0.96 

23.52 

2.36 

26.74 

1.90 

2.84 

0.75 

_        .     4      _ 

43.72 

-v-0.04 

28.54 

3.30 

24.80 

1.28 

27.24 

0.50 

— 

— 

-        -     5       - 

43.76 

0.04 

30.04 

1.50 

25.80 

1.00 

28.80 

1.56 

— 

— 

-        -     6      - 

44.68 

0.92 

31.52 

1.48 

27.04 

1.24 

29.00 

0.20 

3.42 

0.19 

—        -    9      — 

45.16 

0.16 

34.12 

0.87 

31.16 

1.37 

32.20 

1.07 

— 

— 

—        -  12       - 

45.28 

0.04 

37.96 

1.28 

34.96 

1.27 

33.92 

0.57 

4.48 

0.17 

—        -  24      — 

45.76 

0.04 

40.44 

0.21 

38.04 

0.26 

— 

— 

4.76 

0.02 

-        -  48      — 

45.32 

-hO.02 

j  43.88 

0.15 

41.08 

0.13 

38.28 

0.12 

5.20 

0.02 

B.     Essais  de  diffusion. 

Voici  ce  que  j'ai  essaye  de  determiner:  1^  la  quantite  d'azote 
diffusible,  formee  par  suite  de  Taction  d'un  extrait  de  malt  sur  la  pro- 
teine de  froment,  pendant  un  temps  donne,  a  la  temperature  optima 
des  enzymes;  2<^  la  difference  de  Pazote  non  diffusible  avant  et  apres 
cette  action  (la  proteolyse)  a  Tegard  du  pouvoir  de  coagulation  et 
vis-a-vis  de  dissolvants  tels  que  Teau  et  I'acide  lactique  ou  de  precipi- 
tants  tels  que  le  chlorure  stanneux  et  I'acide  tannique. 

Voici  la  marche  de  Pessai:  dans  un  extrait  de  malt  frais  et  dans 
une  solution  de  proteine  on  dose  I'azote  total  et  I'azote  qui,  des  le 
commencement,  se  soustrait  aux  precipitations  par  le  chlorure  stanneux 
et  par  I'acide  tannique.  On  prend  deux  portions  de  50 '^'^  d'extrait  de 
malt  +  de  50  ^'^  de  solution  de  proteine  chaque.  On  chauffe  Tune 
d'elles  (rechantillon  passiO  lout  de  suite,  I'autre  (rechantillon  actif)  au 
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bout  de  3  heures  seulement,  pendant  environ  10  minutes,  a  90^,  pour 
detruire  les  enzymes  proteolytiques.  Aux  deux  6chantillons,  le  chauffage 
fait  separer  de  la  matiere  albuminoide  coagulee,  provenant  de  I'extrait 
de  malt.  On  place  chaque  echantillon  dans  une  vessie  de  poisson  bien 
^tanche,  qu'on  suspend  dans  de  grands  vases  cylindriques  (d'un  litre), 
remplis  d'eau  distillee  jusqu'au  niveau  de  la  surface  du  liquide  a  I'in- 
t^rieur  de  la  vessie.  La  compression  du  contenu  de  la  vessie  rend 
d'autant  plus  grande  la  membrane  de  diffusion.  Pour  prevenir  le 
d^veloppement  bacterien,  on  verse  dans  la  vessie  de  I'aldehyde  formique, 
operation  qu'on  repete  chaque  fois  qu'on  change  Peau  distillee  des 
vases  cylindriques,  ce  qui  se  fait,  generalement,  tons  les  deux  jours. 
On  recueille  soigneusement  les  liquides  dialyses.  On  les  evapore  dans 
des  capsules  plates  apres  I'addition  de  quelques  gouttes  d'acide  sul- 
furique  concentre.  Enfin,  on  en  dose  I'azote^).  La  dialyse  ayant 
dure  du  17  au  31  mai  (1901),  on  ouvre  les  vessies  en  les  coupant 
pour  en  relirer  le  contenu,  ce  qui  se  fait  sans  difficulte.  On  filtre  les 
deux  echantillons :  le  filtrat  de  Techantillon  actif  est  limpide  comme  de 
I'eau;  celui  de  Techantillon  passif  est  opalisant;  il  ne  traverse  que 
lenlement  le  filtre.  On  dilue  a  un  volume  determine  (350^^);  puis  on 
fait  les  dosages  cites  plus  bas^).  Le  contenu  non  dissous  est  traite, 
en  chauffant,  par  100^^  d'acide  lactique  a  4  p.  c.  Une  partie  des 
deux  echantillons  se  dissout  ainsi;  mais  relativement  peu  de  I'echan- 
tillon  actif.     Dans    ces   solutions    acidulees   d'acide   lactique    on    fait   les 


^)  Ne  connaissant  pas  d'avance  la  quantite  d'azote  des  premiers  dialysata, 
mais  supposant  qu'elle  etait  trop  grande  pour  convenir  a  la  methode 
de  Kjeldahl,  j'ai  opere  de  la  fa(^on  suivante:  on  fait  digerer,  pendant 
7  heures,  le  residu  de  revaporation  avec  20^^  d'acide  sulfurique  con- 
cent i-e  et  6  spatules  d'oxyde  cuivrique.  On  oxyde  en  ajoutant  5 — 6 
spatules  de  permanganate  de  potassium.  Le  contenu  des  iioles  se  fige 
en  formant  une  masse  solide  d'un  gris  rouge  qui,  plus  tard,  ne  se  fait 
dissoudre  dans  I'eau  qu'en  chauffant.  Jetee  sur  un  filtre,  la  solution 
passe  dans  une  fiole  jaugee  de  200 ^^  Le  liquide  filtre  est  clair  et  d'une 
teinte  faiblement  verdatre  (de  manganates).  Apres  avoir  soigneusement 
lave  les  oxydes  manganiques  restes  sur  le  filtre,  on  remplit  jusqu'au 
trait.  Pour  les  dosages  de  I'azote,  on  prend  2  X  50*^^  du  filtrat.  On 
reporte  le  liquide  filtre  aux  oxydes  manganiques  dans  la  fiole  qui  a  servi 
a  la  digestion  avec  I'acide  sulfurique  concentre.  On  ajoute  quelques  gouttes 
de  cet  acide  et  de  I'acide  oxalique  solide.  Le  liquide,  devenu  clair,  est 
distille  avec  de  I'hydrate  de  sodium:  les  oxydes  manganiques  ne  con- 
tiennent  pas  d'azote. 

^)  On  n'est  pas  en  droit  d'attribuer  de  valeur  exacte  aux  precipitations 
faites  dans  cette  solution  fortement  diluee.  les  conditions  de  precipitation 
etant  tout  autres  qu'a  I'ordinaire.  Geci  est  le  cas  surtout  pour  la  pre- 
cipitation par  le  chlorure  stanneux. 
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dosages  de  Tazote  total  et  de  la  quantite  d'azote  qui  echappe  a  la 
precipitation  par  le  chlorure  stanneux  et  par  I'acide  tannique.  On  dose 
I'azote  des  residus  insolubles  dans  Tacide  lactique  avec  celui  des  filtres 
(laves)  employes. 

Voici  les  resultats  des  essais: 

Le  liquide  a  essayer  contenait  a  I'origine : 

en  10^^  d'extrait  de  malt  18°»g.46  d'Az,  soit:  en  50«^  d'extrait  92'^g.30  d'Az 
en  10<=^  desolut.de  prot.  30"^s.30    —     —      -  50^^      —      151^^.50  — 

total  en   1 00<=*^ d'extrait  243^>g.80  d'Az 

De  cette  quantite  on  a  precipite  par  le  chlorure  stanneux   173™s.80   — 

—  _____    I'acide  tannique 199^^^.20   — 

—  —       ont  diffuse  au  courant  de   quinze   jours     60™s.92   — 

Nous  venons  de  dire,  p.  264— 65,  qu'une  portion  de  100^^  (50^^ 
d'edm.  -h  50^^  de  prot.)  a  ete  chauffee,  pendant  10  minutes,  a  90^ 
(I'echantillon  passif).  Une  autre  portion,  toute  pareille,  a  ete  chauffee 
de  la  meme  maniere,  mais  seulement  apres  avoir  ete  laissee  a  50^ 
pendant  3  heures  (I'echantillon  actif).  Puis,  les  deux  echantillons  ont  et6 
soumis  a  la  dialyse  pendant  quinze  jours. 

Voici  la  marche  de  la  dialyse: 


a 

I'echantillon  passif 

a  rechantillon  actif 

15 

au   17 

mai 

44™g.l6  d'Az 

84^g.96  d'Az 

17 

-    19 

— 

9°^s.00    — 

25™g.96    — 

19 

-    21 

— 

2mg_74     _ 

9mg20      — 

21 

-    23 

— 

lmg52     _ 

5™&.85    — 

23 

-    25 

— 

ImglO     — 

4mg 40     — 

25 

-    29 

24  hs) 

5mg,92      _ 

29 

-    31 

Omg.96    _ 

2mg80    — 

total 

60'^g.92  d'Az 

139^g.09  d'Az 

Ainsi  la  dialyse  n'est  pas  menee  a  bout,  ce  que  —  au  point  de 
vue  theorique  —  elle  ne  serait  qu'apres  un  espace  de  temps  infmi. 
G'est  surtout  de  I'echantillon  actif  qu'une  quantite  sensible  d'azote 
aurait  encore  diffuse,  si  on  avait  fait  continuer  la  dialyse. 

Si  Ton  construit  les  courbes  de  ces  deux  series  de  chiffres  (v. 
PI.  XVI),  on  verra  qu'elles  seront  presque  paralleles.  Eiles  permet- 
traient  de  calculer,  approximativement,  la  quantite  d'azote  diffusible, 
restee  aux  vessies  a  I'arret  de  I'essai.  Mais  en  s'en  tenant  aux 
chiffres  cites,  trouves  directement,  on  verra  que  la  quantite  d'azote, 
rendue   diffusible   au   courant   des   3   heures,    a    50^,    est    considerable 
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(78™?.07).  R^duite  au  volume  du  liquide  a  essayer  ordinaire  (20<=<^), 
elle  sera  egale  a  15™&.61  d'azote  ou  a  la  quantite,  au  moins,  qui, 
pendant  le  meme  temps,  se  soustrait  a  la  precipitation  par  I'acide 
tannique  (v.  par  exemple,  le  tableau  p.  261). 

En  dosant  I'azote,  reste  aux  vessies  a  I'arret  de  la  dialyse,  on 
trouve : 

a  rechantillon    a  I'^chantillon 

passif  actif' 

mg  mg 

Az  soluble  dans  Teau,  mais  non  diffusible 92.40         65.10 

-  insoluble  —      —  ,  soluble  dans  Tacide  lactique     24.40  2.88 

—        —       —  ,  insoluble  —       _  —  53.60         22.48 

170.40         90.46 

en  y  ajoutant  I'Az  diffusible     60.92        138.99 

on  aura  en  tout  231.32       229.45^) 

Ges  chiffres  font  voir  que,  pendant  la  proteolyse,  une  quantite 
considerable  de  I'azote  se  trouvant  a  I'origine  au  liquide  a  essayer  a 
r^tat  soluble,  mais  non  diffusible,  est  devenue  diffusible,  et  que  I'azote, 
originairement  coagulable,  et,  apres  la  coagulation  (en  chauffant  a  90^, 
pendant  10  minutes),  insoluble  dans  I'eau  et  dans  I'acide  lactique,  a 
ete  change  en  azote  soluble  et  non  coagulable. 

Voici  les  resultats  des  precipitations  faites  (apres  la  dialyse),  nous 
venons  de  le  dire,  par  le  chlorure  stanneux  et  par  I'acide  tannique 
aux  parties  du  contenu  des  vessies  se  trouvant  deja  en  solution  ou 
qu'on  a  dissoutes  en  les  traitant  par  I'acide  lactique: 

la  precipitation  par 

le  chlorure       I'ac  de 
stanneux      tannique 

A    1 1  '    u       I'll  •  £>  donne 

A  rechantillon  passif: 

^  mg  mg 

de  92^s.40  d'Az,  soluble  dans  I'eau,  non  diffusible...    11.76       86.52 

-  24^g.40     —     insoluble  —       —  ,  soluble   dans  I'a- 

cide lactique 19.12       23.12 

A  I'echantillon  actiif: 
de  65^^g.lO  d'Az,  soluble  dans  I'eau,  non  diffusible...      6.30       60.62 
.      2^s.88      —     insoluble—       —  ,  soluble    dans  I'a- 
cide lactique 1.76         2.88 


^)  Si  ces  deux  chiffres  ne  s'accordent  pas  avec  le  chiffre  de  I'azote  total 
de  la  serie  primitive  (243™^.80j,  il  faut  se  rappeler  le  grand  nonibre  de 
sources  d'erreurs  provenant  du  grand  nombre  de  determinations  de  petites 
parties  des  diverses  fractions.  Toutes  ces  petites  erreurs  raonteront  bien 
aux  10'-^-— 12™^  qui  font  defaut.  D'avance  on  ne  pourrait  pas  s'attendre 
a  un  accord  plus  g^rand. 
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La  dilution  ties  grande  (v.  p.  265)  ayant  totalement  change  les  con- 
ditions de  precipitation  il  ne  faut  pas,  sans  doute,  attribuer  aux  chiffres 
trouves  une  valeur  trop  grande.  11  me  semble,  cependant,  interessant 
de  constater  que  I'acide  tannique  precipite  presque  completement  tout 
I'azote  soluble  qui  n'est  pas  sorti  par  diffusion.  Les  differences  pour- 
raient  bien  correspondre,  a  peu  pres,  a  la  quantite  d'azote  qui,  quoique 
diffusible,  n'etait  pas  encore  sortie  par  diffusion  au  moment  de  I'arret 
de  la  dialyse. 


Les  renseignements  sur  la  nature  des  produits  de  dedoublement 
proteolytiques  que  nous  donnent  tous  ces  essais  de  precipitation  et  de 
diffusion,  nous  permettraient,  sans  doute,  de  tirer  des  conclusions  assez 
importantes  de  mes  essais,  rapproches  des  resultats  auxquels  sont 
arrives  d'autres  investigateurs  a  I'egard  de  la  separation  de  substances, 
ou  de  groupes  de  substances  divers,  au  moyen  des  methodes  em- 
ployees ici.  Mais  la  litterature  vaste  qui  ne  contient,  malheureusement, 
que  trop  de  contradictions,  vous  rappelle  a  la  prudence ,  quand  il  est 
question  de  tirer  des  conclusions.  Si  quelque  savant  a  cru  trouver 
dans  un  precipitant  une  methode  apte  a  separer  certaines  substances, 
un  autre  savant  n'a  pas  tarde  a  paraitre,  croyant  pouvoir  affirmer  que 
ce  precipitant  divise  d'apres  des  lignes  de  demarcation  tout  autres  si, 
par  exemple,  on  se  sert  d'une  autre  substance  comme  objet  d'expe- 
rience,  ou  si  les  conditions  de  precipitation  varient  en  quelque  point. 
Or,  comme  la  proteine  de  froment,  la  matiere  proteique  qui  fait  I'objet 
de  mes  essais,  n'a  pas  ete  examinee  a  fond  au  sujet  des  produits  de 
dedoublement  qu'elle  fournit  sous  Paction  d'agents  divers,  je  suis  d'avis 
que  le  moment  n'est  pas  encore  venu  de  faire  des  comparaisons 
etendues  et  detaillees  entre  mes  resultats  et  ceux  que  d'autres  ont 
trouves  a  I'egard  d'autres  matieres  albuminoVdes  en  se  servant  des 
memes  precipitants  que  moi.  Je  me  bornerai  done ,  en  groupant  les 
produits  de  dedoublement  proteolytiques,  a  tracer  quelques  lignes  de 
demarcation,  en  m'appuyant  essentiellement  sur  les  points  sur  lesquels 
on  est  generalement  d'accord. 

Quant  a  I'emploi  du  chlorure  stanneux  comme  precipitant,  on  n'a 
rien  public  que  je  sache,  a  ce  sujet,  que  ce  qu'a  communique  Schjer- 
ning  dans  une  serie  de  memoires^).  G'est,  du  reste,  a  mon  avis  le 
savant  qui  a  examine  a  fond,  avec  le  plus  de  soin  et  avec  le  plus  de 
systeme,  la  valeur  de  differents  precipitants  pour  operer  la  separation 
des  matieres  albuminoVdes  et  de  leurs  produits  de  dedoublement,    tout 


^)  A  la  Fresenius'  Zeitschr.  f.  anal.  Ghemie.    Voir  les  citations  p.  16S2. 
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particulierement  la  ou  il  est  question  de  tracer  les  lignes  de  demarca- 
tion entre  leurs  groupes  principaux.  Je  me  bornerai  done,  pour  la 
plupart  du  temps,  a  citer  les  indications  de  ce  savant,  quand  meme 
je  ne  me  sens  pas  d'accord  avec  lui  sur  tous  les  points. 

Le  chlorure  stanneux  ne  precipite,  d'apres  Schjerning,  que  les 
matieres  albuminoides  proprement  dites ,  et  encore  pas  tontes  ces  ma- 
tieres,  en  supposant  que  les  termes  dont  il  se  sert  d'Albumine  1  et 
d'Albumine  II  ne  couvrent  que  celles-la,  I'Albumine  II  n'etant  pas  pre- 
cipitable.  Si,  comme  je  I'ai  dit  aux  pages  155  et  162,  en  parlant  de  la 
preparation  de  proteine  de  froment  dont  je  me  sers,  il  n'y  a  eu  que 
95  p.  c.  de  precipites,  il  faudrait  peut-etre  expliquer  ce  fait  par  la 
supposition  que  la  preparation  n'etait  pas  uniforme,  mais  qu'elle  con- 
tenait  aussi  5  p.  c.  d'autres  substances.  Naturellement,  il  est  hors  de 
question  que,  pendant  la  proteolyse,  une  albumine  proprement  dite  se 
dedouble  en  une  autre  albumine.  Si  I'albumine  se  soustrait,  peu  a 
peu,  a  la  precipitation  par  ]e  chlorure  stanneux,  la  cause  en  est  un 
dedoublement  qui  est,  sans  doute,  aux  premiers  stades,  une  hydrolyse. 
11  n'y  a  pas  la  formation  de  syntonines^).  Ce  qui  le  montre  c'est 
que  ce  dedoublement  ne  se  fait  pas  aux  temperatures  au-dessus  de  70^ 
(v.  p.  173).  Je  n'ose  affirmer  qu'a  partir  du  moment  ou  le  chlorure 
stanneux  ne  precipite  plus,  nous  soyons  arrives  a  la  formation  d'albu- 
moses,  quoique  je  sois  d'avis  qu'on  pourrait  aussi  bien  se  servir  de  ce 
terme  que  d'un  autre,  tant  que  les  albumoses  ne  sont  pas  mieux 
caracteris^es.  Sous  cette  reserve,  je  dirai  dans  la  suite  —  comme  je 
I'ai  fait  une  ou  deux  fois  dans  ce  qui  precede  —  que  les  courbes 
de  chlorure  stanneux  tracent  la  ligne  de  demarcation 
entre  les  matieres  albuminoides  proprement  dites  et  les 
albumoses.  S'il  en  est  ainsi,  le  chlorure  stanneux  et  le  sulfate  de 
zinc,  I'autre  precipitant  dont  on  s'est  servi  assez  souvent  dans  ces 
essais,  nous  auront  fourni  les  moyens  de  mesurer  directement  et,  ainsi, 
de  suivre  la  formation  d'albumoses  pendant  la  proteolyse.  En  effet,  a 
ce  que  je  sais,  tous  les  savants  sont  d'accord  pour  admettre  que  le 
sulfate  de  zinc  en  solution  saturee  distingue,  tout  comme  les 
sulfates  d 'ammonium  et  de  magnesium,  les  albumoses  des  vraies 
peptones,  ou  plutot  qu'on  distingue  ces  substances  par  leur  maniere 
de  se  comporter  vis-a-vis  de  ces  precipitants  qui  ne  precipitent  pas  les 
vraies  peptones. 

C'est  A.  Bomer^)  qui,    la   premiere   fois   en   1895    seul    et,    plus 

^)  D'apres  0.  Gohnheim  (Cheniie  der  Eiweisskorper,  Braunschweig  1900, 
p.  88)  les  syntonines  ou  acidalbumines  donnent  les  memes  reactions  de 
precipitation  et  decoloration  que  les  matieres  albuminoides  proprement  dites. 

2)  A.  Bomer:  Zeitschr.  fiir  analytische  Ghemie  XXXIV,  562  (1895). 


270 

tard,  conjointement  avec  K.  Baumann^),  a  montre  cet  accord  entre 
le  sulfate  d'ammonium  et  le  sulfate  de  zinc  dans  leur  rapport  aux 
albumoses.  Geci  est  d'une  importance  d'autant  plus  grande  qu'en  se 
servant  du  sulfate  de  zinc  on  evite  de  faire  la  correction  d'azote  qui 
est  la  consequence  de  Temploi  du  sulfate  d'ammonium.  Plus  tard,  les 
indications  de  Bomer  ont  ete  confirmees  par  E.  Zunz^).  De  meme 
Schjerning^)  a  obtenu  les  memes  resultats  en  employant  le  sulfate 
de  zinc  et  le  sulfate  de  magnesium.  Aujourd'hui  plusieurs  savants  se 
servent  du  sulfate  de  zinc  qui,  en  ce  moment,  est  sur  le  point  de 
prendre  la  place  du  sulfate  d'ammonium  aux  dosages  d 'albumoses. 

Le  desaccord,  au  contraire,  est  plus  grand  sur  la  valeur  du 
sublime.  Suivant  W.  Kiihne*)  et  R.  Neumeister^),  par  exemple, 
il  precipite  completement  tons  les  produits  de  dedoublement  de  nature 
proteique,  y  compris  les  peptones.  Suivant  Schjerning^),  il  en- 
tratne  aussi  les  sels  ammoniacaux  d'acides  organiques.  Mais  comme 
aux  essais  que  j'ai  faits*^)  il  a  donne  des  precipitations  moins  com- 
pletes que  le  sulfate  de  zinc,  ne  precipitant  meme  pas  toutes  les  albu- 
moses, je  n'ose  pas,  des  indications  de  la  litterature,  tirer  de  conclu- 
sions sur  la  nature  de  Tazote  qu'il  precipite. 

La  litterature  n'est  pas  plus  riche  en  renseignements  sur  la  valeur 
de  la  precipitation  par  I'acide  tannique.  J.  Sebelien^)  est,  je 
crois,  celui  qui  a  traite  ce  precipitant  le  plus  a  fond.  II  se  sert 
(d'apres  Almen^))  d'une  solution  de  4^^  de  tannin  en  190*^^  d'alcool 
a  40  —  50  p.  c.  additionne  de  8<^^  d'acide  acetique  a  25  p.  c.  II  donne 
comme  resultat  de  ses  recherches,  entre  autre,  ce  qui  suit:  ^ Aussi 
complete  qu'est  la  precipitation  par  I'acide  tannique  dans  les  solutions 
de  matieres  albuminoides  proprement  dites  aussi  peu  complete  est-elle 
quand  on  a  affaire  aux  matieres  de  la  nature  des  peptones  tant  aux 
vraies  peptones  qu'aux  albumoses ^^)'',  et  encore:  „la  peptone  pure  se 
dissout    completement    dans    I'acide   tannique    en    exces. "      Toute    bien 

^)  A.  Bomer  und  K.  Baumann:     Zeitschr.  f.  Unters.    cler   Nahrungs-   u. 
Genussmittel,  I,  106  (1898). 

2)  E.  Zunz:    Zeitschr.  f.  physiol.  Ghemie   XXVIl.    219    (1899)    et    XXVIII, 
132  (1899). 

3)  H.  Schjerning:  Zeitschr.  f.  anal.  Ghemie  XXXV,  296  (1896). 
^)  W.  Kuhne:  Zeitschr.  f.  Biologie  XXII,  423  (1885). 

5)  Rich.  Neumeister:  ibid.  XXVI,  234  (1890). 

6)  H.  Schjerning:  Zeitschr.  f.  anal.  Ghemie  XXXIX,  553  (1900). 

'')  J'y  ai   suivi   la  methode   de   Schjerning,   neutralisant   avec   de   Teau  de 

chaux  avant  la  precipitation. 
«)  J.  Sebelien:    Danske   Vidensk.   Selskabs  Oversigt    1888    p.  81-126    et 

Zeitschr.  f.  physiol.  Ghemie  XIII,  142  (1888). 
^)  Almen:  Upsala  lakara  forenings  forhandlingar,  1870. 
^")  J.  Sebelien:  Videnskabernes  Selskabs  Oversigt  1888,  p.  94. 
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fondle  que  soit  cette  observation  pour  les  substances  avec  lesquelles 
a  opere  Sebelien  (produits  de  dedoublement.d'ovalbumine,  de  caseVne, 
de  lactalbumine),  ces  resultats  ne  se  laissent  guere  generaliser.  J'ai 
observe  moi-meme  que  I'acide  tannique  en  exces  redissout  une  partie 
du  precipite  d'un  extrait  de  levure  (levure  soumise  a  I'autodigestion 
contenant  un  grand  nombre  de  produits  de  dedoublement  proteolytiques). 
Mais  les  essais  que  j'ai  faits  pour  trouver  les  limites  approximatives 
des  precipitations  par  I'acide  tannique  (pour  ces  essais  v.  p.  157  —  60) 
ont  clairement  demontre  que,  dans  le  cas  en  question  (les  produits  de 
dedoublement  de  la  proteine  de  froment),  aucune  partie  de  I'azote  une 
fois  precipite  ne  se  redissout,  pas  meme  dans  un  grand  exces  d'acide 
tannique.  Geci  ne  tient  pas  a  ce  que  j'ai  employe  une  solution 
aqueuse  d'acide  tannique  (a  5  p.  c.) :  c'est  ce  qui  resulte  des  essais 
deja  nommes  avec  I'extrait  de  levure,  oil  la  meme  solution  a  servi. 

Gontrairement  encore  a  ce  que  pense  Sebelien,  je  suis  d'avis 
que  I'acide  tannique  precipite  assez  completement  tant  les  albumoses 
que  les  peptones,  celles,  en  tout  cas,  avec  lesquelles  j'ai  opere.  Un 
coup  d'oeil  sur  les  courbes  (Pis.  XIII  et  XIV)  montre  que  I'acide  tan- 
nique precipite  toujours  une  quantite  plus  grande  que  celle  precipitee 
par  le  sulfate  de  zinc,  et  une  comparaison  avec  les  precipitations  par 
I'acetate  uranique,  auxquelles  je  reviendrai  tout  a  I'heure,  fait  croire 
qu'il  faut  regarder  que  la  precipitation  par  I'acide  tannique 
indique  la  ligne  de  demarcation  entre  les  deux  groupes  de 
dedoublement  de  la  proteine  de  froment  et  de  I'extrait  de 
malt:  les  produits  de  dedoublement  encore  de  nature  pro- 
teique  (produits  pepsiques)  et  ceux  plus  profonds  (les 
trypsiques).  Cette  consideration  est  encore  supportee  par  mes  essais 
de  dialyse  (v.  p.  267),  auxquels  I'acide  tannique  precipite,  pour  ainsi  dire, 
tout  I'azote  en  solution  mais  qui  n'est  pas  sorti  par  diffusion  de 
la  vessie. 

II  faut  dire,  cependant,  que  Schjerning^)  qui,  entre  autre,  a 
opere  aussi  avec  du  mout  (mais  non  pas.  c'est  vrai,  avec  un  extrait 
de  malt  vert  et  de  la  proteine  de  froment)  se  declare  d'accord  avec 
Sebelien,  etant  d'avis  que,  quantitativement,  I'acide  tannique  ne  pre- 
cipite que  des  matieres  albuminoi'des  proprement  dites.  —  Ce  que  je 
peux  prouver  incontestablement  c'est  que  I'assertion  qui  veut  que  I'acide 
tannique  en  exces  redissolve  ce  qui  a  ete  deja  precipite,  n'est  pas 
exacte  pour  mes  essais.  Mais,  autrement,  ceux-ci  ne  fournissent  pas 
la  preuve  exacte  de  la  precipitation  de  toutes  les  albumoses  et  de 
toutes  les  peptones,  quoiqu'il  me  semble  que  la  marche  de  mes  courbes^ 


^)  H.  Schjerning:  Zeitschr.  fiir  anal.  Gtiemie  XXXIX,  562  (19C)0). 
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surtout  si  on  les  compare  a  d'autres  courbes  de  precipitation,  parle 
fortement  en  faveur  d'une  telle  supposition.  Mais  on  ne  peut  guere 
douter  que  les  courbes  d'acide  tannique  ne  decouvrent  une 
phase  relativement  profonde  de  la  proteolyse  et  qui  se 
trouve  tout  pres  de  la  limite  entre  les  peptones  et  les  pro- 
duits  de  d^doublement  de  nature  non  proteique. 

D'apres  Schjerning^),  I'acetate  uranique  precipite  tous  les 
composes  de  nature  proteique  en  progressant  a  partir  des  peptones, 
et  encore,  en  presence  d'une  grande  quantite  de  phosphates,  quelques 
substances  de  nature  non  proteique  lelles  que  Tasparagine,  I'arginine, 
la  piperazine.  Aux  essais  (nos.  1711  —  1776,  v.  p.  264)  auxquels  je  me 
suis  servi  de  ce  precipitant,  le  courbe  d'acetate  uranique  (v.  PL V) 
coincide,  pendant  les  3 — 4  premieres  heures,  a  peu  pres,  avec  la 
courbe  de  sulfate  de  zinc;  elle  est  plus  hautement  placee  (la  precipi- 
tation est  moins  grande)  que  la  courbe  d'acide  tannique.  Au  bout  de 
trois  heures  et  demie,  elle  s'incline  en  descendant  de  la  courbe  de 
sulfate  de  zinc;  au  bout  de  10  heures  environ,  elle  vient  couper  la 
courbe  d'acide  tannique  qui,  tout  le  temps,  est  presque  parallele  a  la 
courbe  de  sulfate  de  zinc;  enfm,  au  bout  de  48  heures,  elle  se  trouve 
autant  au-dessous  de  la  courbe  d'acide  tannique  que  celle-ci  est  alors 
au-dessous  de  la  courbe  de  sulfate  de  zinc.  L'extrait  de  malt  contient 
un  certain  nombre  de  phosphates,  mais  le  mout  en  contient  autant. 
D'apres  Schjerning^),  la  quantite  des  phosphates  de  l'extrait  de  malt 
n'est  pas  assez  grande  pour  amener  la  precipitation  de  corps  non 
proteiques:  en  general,  I'acelate  uranique  tracera  la  ligne  de  demarca- 
tion entre  ceux-ci  et  les  peptones.  S'il  en  est  ainsi,  et  quand  meme 
un  petit  nombre  de  corps  amides  et  de  bases  hexoniques  se  precipi- 
tent,  la  precipitation  par  I'acetate  uranique  separera,  a  peu  pres,  tout 
comme  la  precipitation  par  I'acide  tannique,  les  produits  de  dedouble- 
ment  se  trouvant  au-dessus  et  au-dessous  des  peptones. 

G'est  une  supposition  generale^)  que  I'acide  phosphotungstique, 
outre  les  corps  proteiques,  precipite  plusieurs  produits  de  dedoublement 
plus  profonds  (bases  hexoniques,  monoamines,  ammoniaque ,  etc.). 
Aussi  ai-je  trouve  la  courbe  de  I'acide  phosphotungstique  situee  beau- 
coup  plus  bas  que  les  courbes  de  tous  les  autres  precipitants  employes, 
et  encore  tellement  au-dessous  de  la  courbe  d'acide  tannique  que  la 
difference  ne  pourra  pas  provenir  de  I'ammoniaque  seule,  mais  qu'elle 
doit  etre  attribuee  aussi  aux  autres  produits  de  dedoublements  cristallins. 


1)  H.  Schjerning:  Zeitschr.  f.  anal.  Chemie  XXXIX,  545  (1900). 
«)  H.  Schjerning:  Zeitschr.  f.  anal.  Chemie  XXXIX,  556  (1900). 
■)  v.,   entre   autre,  Fr.  Kutscher:    Zeitschr.  f.  physiol.  Chemie  XXXI,  215 
(1900). 
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La  distillation  par  la  magnesie  renseignera  sur  la  quantity  d'azote 
dedouble  en  ammoniaque.  En  effet,  la  distillation  dure  trop  peu  de 
temps  (10  minutes)  pour  que  la  magnesie  employee  ait  pu  faire 
distiller  de  I'azote   qui  n'y  fut  pas  d'avance  sous  forme  d'ammoniaque. 

D'apres  ce  qui  precede,  on  saurait  determiner,  au  moyen  de  pre- 
cipitants  divers,  combien,  pendant  une  proteolyse,  il  se  forme  d' al- 
bum oses  (la  difference  des  precipitations  par  le  chlorure  stanneux  et 
le  sulfate  de  zinc),  de  peptones  (la  difference  entre  le  sulfate  de 
zinc  et  I'acide  tannique  ou  I'acetate  uranique),  de  produits  de  de- 
doublement  plus  profonds  (corps  amides,  bases  hexoniques, 
ammoniaque,  etc.:  ce  qui  se  soustrait  a  la  precipitation  par  I'acide 
tannique,  ou  par  I'acetate  uranique).  Enfm,  I'emploi  frequent  et 
simultane  que  j'ai  fait  plus  haut  du  chlorure  stanneux  et  de  I'acide 
tannique  aurait  servi  a  trouver  des  expressions  approximatives  des 
actions  pepsique  et  trypsique  (dans  le  sens  dont  je  me  sers  de  ces 
termes)  pendant  la  proteolyse. 

Si  done  on  regarde  une  serie  d'essais  tels  que  les  essais  nos. 
1711  —  1776  (v.  p.  264  et  PI.  V)  a  laquelle  on  a  suivi  la  proteolyse, 
pendant  48  heures,  au  moyen  de  quatre  precipitants  differents  et  de  la 
distillation  par  la  magnesie,  on  est  frappe  de  I'intensite  et  de  la 
rapidite  de  la  formation  d'albumoses,  qui  a  atteint  son  maximum  au 
bout  de  3  —  4  heures  en  meme  temps  que  les  peptones  ne  paraissent 
qu'en  petit  nombre.  En  effet,  elles  ne  semblent  se  montrer  que 
comme  une  formation  de  transition  a  un  dedoublement  plus  profond 
et  qui  se  continue  jusqu'a  ce  que  tout  I'azote,  transformable  par  cette 
action,  soit  dedouble  de  maniere  a  se  soustraire  a  la  precipitation  par 
I'acide  tannique  aussi  bien  que  par  I'acetate  uranique,  tandis  qu'en 
meme  temps  des  quantites  considerables  se  sont  transformees  en  am- 
moniaque. 

Les  essais,  faits  a  des  temperatures  diverses,  montrent  encore  que 
les  differentes  actions  se  passent  toujours  aux  memes  rapports,  a  peu 
pres,  entre  elles  les  differentes  courbes  de  precipitation  etant  presque 
paralleles.  La  courbe  de  chlorure  stanneux  seule  parait  devier  un  peu 
des  autres,  ce  qui  provient,  nous  I'avons  dit,  de  ce  que  la  duree 
(3  heures)  de  I'essai  a  ete  un  peu  trop  longue  pour  faire  la  deter- 
mination de  cette  courbe,  dont  le  parcours  exact  a  ete  determine  avant 
a  une  duree  plus  courte  (v.  p.  173).  Ce  qui  est  important,  c'est  que 
la  formation  d'albumoses  est  vive  deja  aux  temperatures  tres  basses 
de  4^  et  de  19^,  tandis  que  les  autres  actions  ne  prennent  I'essor 
qu'au-dela  de  19^  —  20^.  Aux  essais  avec  I'extrait  de  malt  seul  (sans 
proteine  de  froment),  il  n'y  a  qu'une  tres  petite  distance  entre  la 
courbe  de  chlorure  stanneux  et  la  courbe  de  sulfate  de  zinc,    distance 
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que  des  temperatures  plus  favorables  restreignent  encore  davantage 
(v.  essais  nos.  1613 — 1668,  PI.  XV).  Geci  fait  supposer  que,  deja  pen- 
dant la  germination,  la  plupart  des  matieres  azotees  de  I'extrait  de  malt 
ont  atteint,  ou  a  peu  pres,  le  point  de  dedoublement  auquel,  en 
general,  elles  peuvent  arriver;  et  que,  du  moins  au  bout  de  3  heures, 
a  une  temperature  favorable  a  la  proteolyse,  il  y  aura  tres  peu  d'al- 
bumoses  et  de  peptones  par  suite  du  dedoublement  ulterieur  de 
celles-ci.   — 

Les  essais  de  diffusion  semblent  confirmer,  d'une  maniere  brillante, 
les  essais  de  precipitation.  lis  servent  d'appui  aux  conclusions  que  j'ai 
tiroes  de  ces  derniers.  Au  commencement  de  I'essai  il  y  a,  en  100^^ 
de  liquide  a  essayer,  243°^s.80  d'azote  total,  dont  70 ^s  6chappant  a 
la  precipitation  par  le  chlorure  stanneux  (provenant  surtout  des  bO^^ 
d'extrait  de  malt  qui  contiennent  92™s.30  d'azote  total).  Au  bout  de 
3  heures,  a  50^,  le  liquide  a  essayer  a  subi  un  changement  tel  qu'au 
courant  de  quinze  jours  Techantillon  actif  fait  passer  par  diffusion 
7gmgQ7  (jg  p]|jg  q^g  I'echantillon  passif.  Au  meme  temps,  une  autre 
partie  de  Tazote,  sans  doute  encore  plus  grande  celle-la  (un  dosage 
exact  a  ete  impossible  dans  ce  cas)  a  subi  un  dedoublement  de  sorte 
qu'elle  n'est  plus  precipitee  par  le  chlorure  stanneux,  mais  precipitee 
presque  completement  par  I'acide  tannique.  Ge  qui  sort  par  diffusion 
sera  done,  pour  la  plupart  du  temps,  des  composes  cristalHns  avec  un 
petit  nombre  de  peptones,  tandis  que  les  albumoses  seront  surtout 
retenues  a  la  vessie. 


V. 
Premiere  apparition  et  formation  des  enzymes. 

1.    Stade  de  germination. 

Suivant  Windisch  et  Schellhorn^),  I'orge  crue  („rohe  Ger- 
ste")  contient  deja,  en  petite  quantite,  une  enzyme  proteolytique, 
et  Torge  mal  recueillie  ou  riche  en  matieres  proteiques  en  contient 
des  quantites  notables.  Pendant  le  mouillage,  aucune  augmentation 
sensible  de  la  teneur  en  enzyme  n'a  lieu,  mais  elle  se  fait  des  le 
commencement  de  la  germination,  allant  en  croissant  jusqu'a  ce  que 
la  plantule  soit  verte.  La  formation  d 'enzyme  se  fait  plus  vite  aux 
orges  riches  en  matieres  proteiques  qu'a  celles  qui  sont  pauvres  en 
ces  substances. 


^)  Windisch    und    Scheilhorn:    Woehenschr.  fiir  Brauerei    XVII,   452 
(1900). 
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Ayant,  a  plusieurs  reprises,  cherche  en  vain,  au  moyen  de  la 
precipitation  par  I'acide  tannique,  de  constater  une  action  d'enzyme 
proteolytique  dans  I'orge  crue,  j'ai  fait  une  s§rie  d'essais  assez  longue 
pour  trouver  le  stade  du  maltage  oii  apparait  cette  action.  Je  n'y 
ai  employ^  que  la  precipitation  par  I'acide  tannique.  Je  n'ai  done 
suivi  que  le  developpement  de  I'enzyme  trypsique.  Peut-etre  serais-je 
arrive  a  des  resultats  pareils  a  ceux  de  Windisch  et  Schellhorn 
si  je  m'etais  servi  d'une  autre  methode  (v.  plus  loin,  p.  279:  Proen- 
zymes). 

J'ai  pris  mes  echantillons  a  la  malterie  pneumatique  de  la  brasserie 
de  Gamle  Garlsberg  en  trois  parties,  les  6,  12,  18  novembre  1900, 
mais  toujours  en  av6rant  que  c'etait  le  meme  echantillon  d'orge 
(marque  ^Kerteminde",  poids  hollandais  115)  a  des  stades  de  germi- 
nation divers. 

Voici  comment  on  a  pris  les  echantillons: 

Le  6  novembre,  echantillons 

0  de  grains  seches  a  Pair. 

I  de  grains  au  bout  de  24  hs.  de  trempe  (5  nov.  all  h.  jusqu'au  6  nov.  a  1 1  h.) 
II—  —.48-       —        (4—      —  —        6--) 

III  -  —      -  72  -        -        (3  —     —         —       6  —     — 

directement  apres  la  sortie  des  bacs  de  la  trempe) 

IV  —  —      -  24  -  degermin.  (2  nov. a  1 1  h.jusqu'au  6nov. k  11  h.) 
V       —            _.48.        —        (i__  _        6—      —     ) 

Le   12  novembre. 

VI  de  grains  au  bout  de  72  -        — 

VII       - 

VIII       - 

IX       - 

X      — 

XI 

Gomme,  a  I'ordinaire,  on  interrompt  la  germination  a  la  malterie 
au  neuvieme  jour,  on  a,  pour  la  faire  continuer  dans  ce  cas-ci,  mis 
les  echantillons  dans  des  tamis.  On  a  enfonce  ceux-ci  dans  les  tas 
de  malt,  de  maniere  a  les  faire  traverser  par  la  meme  quantite  d'air 
que  celle  qui  passe  a  travers  tout  I'autre  malt.  De  plus,  les  tamis 
ont  ete  retournes  aux  memes  heures  que  I'an.tre  malt.  La  germination 
s'est  continu^e  ainsi  encore  pendant  120  heures.  On  a  pris  des 
Echantillons 


de  72  - 

— 

(6   - 

— 

12 

—     ) 

-   96- 

— 

(5   - 

-      12   - 

—     ) 

-120- 

— 

(4   - 

— 

-      12   - 

—     ) 

-144- 

— 

(3   - 

— 

-      12   - 

—     ) 

-168- 

— 

(2  - 

— 

—      12  — 

—     ) 

-192- 
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XIIdegramauboutde216hs.degerin.(9nov. allh.jusqu'au  18  nov.al  1  h.) 

XIII  —  -       240  -        -      (8   -     —         _       18    -      —     ) 

XIV  -  —       264  -        -      (7   —     —         —       18   —      -     ) 

XV  -  —       288  -       —      (6    -      -  -       18   —      -     ) 

XVI  -  -       312  -       -      (5   -     —         _       18  —     -     ) 

La  richesse  en  eau  et  en  matieres  seches  varie,  naturellement, 
beaucoup  d'un  echantillon  a  Tautre.  Aussi  a-t-il  ete  necessaire  d'en 
faire  la  determination  pour  chaque  echantillon.  Voici  le  procede  em- 
ploye: on  met  les  echantillons  humides,  sortis  des  bacs  de  la  trempe, 
sur  un  entonnoir  avec  du  papier  a  filtrer ,  les  couvrant  d'une  plaque 
de  verre.  Aussitot  que  I'eau  se  sera  egouttee  on  pese  la  quantite  de 
grains  entiers  qui  doivent  servir  au  dosage  des  matieres  seches.  On 
fait  celui-ci  comme  a  Pordinaire  en  chauffant  dans  le  vide  a  105^, 
jusqu'a  ce  que  le  poids  ne  change  plus. 

Mais  pour  avoir  un  extrait  aqueux  propre  a  servir,  on  a  du 
trailer  les  differents  Echantillons  de  manieres  un  peu  varices  le  con- 
cassage  ordinaire  au  hachoir  ne  pouvant  servir  a  tons.  Le  grain 
seche  a  Pair  a  ete  moulu  en  poudre  fine.  Les  echantillons  II  — IV  onl 
d'abord  passe  trois  fois  par  un  hachoir,  puis  on  les  a  ulterieurement 
ecrases  et  piles  en  les  travaillant  bien  dans  un  mortier.  Les  echan- 
tillons V  et  VI  etant  deja,  apres  avoir  passe  par  le  hachoir,  a  I'etat 
de  bouillie  n'ont  pas  ete  ulterieurement  ecrases.  Le  restant  des  echan- 
tillons a,  par  ce  traitement,  pris  la  meme  consistance  que  les  materiaux 
avec   lesquels   j'opere  generalement  en  preparant  mes  extraits  de  malt. 

Pour  rendre ,  autant  que  possible,  egalement  ^ forts"  les  extraits, 
il  a  fallu  ajouter  des  quantites  diverses  d'eau  aux  divers  echantillons. 
J'ai  toujours  ajoute  la  quantite  qui,  d'apres  mes  calculs,  etait  trois  fois 
la  quantite  de  matieres  seches  de  I'echantillon  me  basant,  pour  mon 
calcul,  sur  des  dosages  anterieurs  semblables.  Apres  etre  remues  a 
plusieurs  reprises,  les  echantillons  sont  places  dans  I'armoire  glaciere 
jusqu'au  lendemain.  Puis  on  remue  encore  quelques  fois.  Les  echan- 
tillons II — IV  sont  presses  a  la  presse.  Les  autres  sont  jetes  de  suite 
sur  des  filtres.  Pour  chaque  extrait,  on  fait  deux  essais  paralleles  sur 
I'influence  qu'ils  exercent  sur  une  solution  de  proteine  acidulee  d'acide 
lactique,  en  agissant  pendant  2  heures  a  47^.  Avant  et  apres  cette 
duree,  on  precipite  par  I'acide  tannique.  Pour  chaque  extrait,  on  de- 
termine encore  I'azote  total  de  10*^^  ainsi  que  I'azote  qui  se  soustrait 
a  la  precipitation  par  I'acide  tannique.  Ainsi  que  font  voir  les  chiffres 
cites,  la  force  des  differents  extraits  varie  beaucoup  par  rapport  a  la 
teneur  en  azote.  Pour  faire  la  comparaison  de  leur  pouvoir  fermen- 
tatif  prot^olytique,    il    a    ete    necessaire  de  le  calculer  d'apres  la  meme 
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teneur  en  matieres  seches  ou  en  azote.  11  me  semble  le  plus  naturel 
de  prendre  pour  base  de  la  comparaison  la  teneur  en  azote.  Aussi  au 
tableau  ci-dessous  ai-je  tout  calcule  comme  pour  un  extrait  de  malt 
contenant,  en  10^^,  15"^&  d'azote  total,  quantite  trouvee  a  Pextrait  de 
malt  vert  tout  fait,  ce  qui,  sans  doute,  a  augmente  demesurement, 
pour  les  extraits  peu  riches  en  azote,  les  erreurs  de  titrage.  On  verra 
les  r^sultats  par  le  tableau  suivant  et,  graphiquement,  a  la  PI.  XVII. 


eau 

en  lOcc 
d'extrait 

en  lOcc 
d'extrait  -|- 
lOccdeprot. 

Az  dedouble 

Essais  nos.  1239—1340 

Az 
total 

Az  du 
filtrat 

Az  du  filtrat 

apres  2  hs. 

a  470 

trouv6 

directe- 

ment 

calcule  pour 
un  extr.  de 

malt  cont. 

15mg  d'Az 
en  lOcc 

p.c. 

mg. 

mg. 

mg. 

mg. 

mg. 

0  grains  seches  a  Tair . . 

16.37 

9.68 

2.88 

2.92 

0.04 

0.06 

I  mouillage  de  24  hs. . . 

39.39 

3.80 

1.92 

2.08 

0.16 

0.63 

II         —         -   48   -   .. 

43.17 

3.88 

1.82 

2.08 

0.26 

1.00 

Ill         -         -    72   -   .. 

44.91 

3.78 

1.96 

1.90 

(-f-0.06) 

(^0.24) 

IV  germination  de  24  hs. 

45.58 

4.45 

2.26 

2.52 

0.26 

0.87 

V          -           -    48  - 

45.96 

6.34 

3.12 

3.36 

0.24 

0.57 

VI           -           -    72  - 

45.92 

6.50 

2.96 

3.20 

0.24 

0.55 

VII           -           -     96  - 

47.96 

10.54 

5.40 

7.58 

2.18 

3.10 

VIII           —           -  120  - 

47.79 

14.18 

7.46 

12.56 

5.10 

5.40 

IX           —           -   144  - 

48.10 

15.17 

7.68 

14.64 

6.96 

6.87 

X           —           -  168  - 

48.42 

14.87 

7.74 

13.78 

6.04 

6.09 

XI          —           -  192  - 

49.35 

15.00 

7.22 

13.98 

6.76 

6.75 

XII           -           -  216  - 

50.40 

14.58 

7.08 

14.48 

7.40 

7.59 

XIII           -           -  240  - 

47.51 

14.48 

6.70 

13.00 

6.30 

6.51 

XIV           -           -  264  - 

50.30 

14.68 

7.48 

14.40 

6.92 

7.05 

XV          —           -  288  - 

59.82 

/ 14.02 
\14.64 

7.26 

13.48 

6.22 

6.69 

XVI           -           -  312  - 

56.64 

13.56 

7.10 

13.52 

6.42 

7.08 

Done,  dans  notre  echantillon  d'orge,  il  ne  s'est  montre  de  pouvoir 
fermentatif  proteolytique  (trypsique)  sensible  qu'au  quatrieme  jour  de 
germination,  apres  les  trois  jours  de  mouillage.  Mais  il  se  manifeste 
alors  avec  tant  d'energie  que  deja  au  sixieme  jour  de  germination,  il 
aura  presque  atteint  son  maximum,  se  mainlenant  assez  constant  jus- 
qu'au  treizieme  jour  de  germination,  c-a-d.  tout  le  temps  qu'on  en  a 
suivi  la  marche.     A  la  methode  de  maltage  dont  on  se  sert,  c'est,  en 
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general,  juslement  au  quatrieme  jour  de  germination,  a  peu  pres,  que 
la  germination  commence  a  aller  bon  train:  les  radicuies  poussent  vite, 
la  respiration  se  fait  vive,  le  tas  de  malt  se  chauffe,  la  saccharifi cation 
s'avive  aussi. 

Parmi  les  chiffres  du  tableau,  ceux  de  la  deuxieme  et  de  la 
troisieme  colonnes  presentent  aussi  de  I'interet.  Si  I'azote  total,  ex- 
trait  de  Torge  sechee  a  Pair,  depasse  tant  celui  des  echantillons 
trempes  et  des  echantillons  provenant  des  premiers  jours  de  germina- 
tion, cela  tient,  sans  doute,  exclusivement,  a  la  division  plus  fine 
au  premier  cas.  Cependant,  Torge  sechee  a  Pair  rend  relativement 
beaucoup  moins  de  Fazote  soluble,  de  celui  qui  echappe  a  la  precipita- 
tion par  I'acide  tannique:  on  en  a  la  meme  quantite  absolue  que 
donne  I'echantillon  du  troisieme  jour  de  germination.  La  raison  en  est 
simplement  que  ces  substances  se  trouvent  en  tres  petite  quantite,  tant 
que  les  enzymes  proteolytiques  n'ont  pas  agi  dans  le  grain  meme.  Du 
reste ,  on  est  frappe  de  ce  que ,  a  tous  les  essais  sauf  le  premier,  le 
rapport  entre  I'azote  total  et  I'azote  imprecipitable  par  le  tannin  est 
pres  de  1:2,  ce  que  j'ai  constate  presque  toujours,  aussi  pour  les  ex- 
traits  de  malt  avec  lesquels  j'ai  opere  ailleurs.  On  voit  done  que  ce 
rapport  ne  change  pas,  quand  meme  la  germination  se  continue  5 
jours  au-dela  du  stade  auquel  le  malt  vert  est  a  terme.  L'explication 
en  est  probablement  qu'il  est  impossible  aux  enzymes  proteolytiques 
de  dedoubler  beaucoup  plus  de  I'azote  en  presence,  ce  qu'ont  montre 
aussi  les  essais  frequents  d'autodigestion  que  j'ai  faits  avec  des  ex- 
traits  de  malt. 

L'augmentation  de  la  teneur  en  eau  et  la  diminution  des  matieres 
seches  pendant  le  mouillage  et  la  germination  —  par  suite,  en  grande 
partie,  de  la  respiration  —  sont  des  faits  bien  connus.  Les  chiffres 
que  j'ai  trouves  a  ce  sujet  s'accordent  bien,  je  crois,  a  ceux  trouves 
par  d'autres. 

Si,  comme  I'indiquent  Windisch  et  Schellhorn  et  comme  je 
le  considere  assez  probable,  les  diff^rentes  orges  varient  beaucoup,  on 
pourrait  trouver  des  courbes  tout  autres  que  celle  que  j'ai  tracee  ici. 
Gelle-ci  ne  pretend  aussi  a  autre  chose  qu'a  representer  un  type,  et 
encore  un  type  qui  n'indique  que  la  marche  du  pouvoir  fermentatif 
trypsique.  Peut-etre  que  I'enzyme  pepsique  apparait  a  un  stade  bien 
anterieur.  En  effet,  les  essais  que  nous  allons  communiquer  tout  a 
I'heure,    montrent   une  action  notable  deja  au  grain  d'orge  non  germe. 

11  serait  tres  interessant  de  suivre  les  changements  anatomi- 
ques  du  grain  d'orge  en  examinant  les  tissus  les  plus  riches  en 
matiere  proteique,  les  cellules  d'aleurone,  pendant  la  germination  pour 
decouvrir,    si  possible,  quel    est    I'endroit    ou    apparaissent   les    enzymes 
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proteolytiques :  Tembryon,  les  cellules  d'aleurone  ou  ailleurs.  C'est  ce 
que  j'ai  essaye  aussi  sans  reussir  cependant  a  mener  a  fin  mes  re- 
cherches  d'apres  le  plan  que  j'avais  fait,  Gomme  resultat  essenliel  j'ai 
pu  confirmer  ce  que  H.  T.  Brown  et  G.  Harris  Morris^)  communi- 
quent  a  ce  sujet  dans  leur  magnifique  travail:  , Researches  of  the  ger- 
mination of  some  of  the  gramineae". 

Simultanement  avec  I'entree  de  la  proteolyse  vive,  on  aurait  du 
s'attendre  a  des  changements  correspondants  aux  couches  des  cellules 
d'aleurone.  Mais  ceci  ne  parait  pas  etre  le  cas.  D'apres  Brown  et 
Morris^),  les  premiers  signes  de  changements  ne  se  font  voir  que 
lorsque  la  plumule  aura  depasse  la  pointe  du  grain  de  4"^™  — S'^'":  alors 
les  granules  d'aleurone  perdent  leur  contour  spherique  bien  dessine,  leurs 
bords  devenant  irreguliers,  et  les  parois  cellulaires  qui  etaient  tres  trans- 
parentes,  commencent  a  montrer  des  signes  de  stratification.  Meme 
lorsque  la  plumule  aura  atteint  une  longueur  d'environ  100™™  et  que 
les  autres  cellules  de  I'endosperme  seront  presque  vides  d'amidon,  des 
cellules  d'aleurone  pourront  etre  intactes  formant  des  series  coherentes. 
En  preuve  de  leur  resistance  a  des  enzymes  proteolytiques  ils  obser- 
vent,  d'apres  Aime  Girard,  que  des  cellules  d'aleurone  de  froment 
pourront    passer   par   le   tube  digestif  de  mammiferes  sans  se  changer. 

Dans  quelques  sections  que  j'ai  examinees,  j'ai  trouve,  au  sep- 
tieme  jour  de  germination,  les  deux  couches  d'aleurone  exterieures 
parfaitement  intactes  et  toutes  pleines,  tandis  que  la  couche  interieure 
etait  fortement  attaquee  et,  en  quelques  endroits,  avail  presque  disparu. 

Quelques  essais  projetes  de  culture  d'embryons  d'orge  isoles,  aux- 
quels  je  me  servais  d'orges  nues,  mises  a  ma  disposition  par  M.  le 
professeur  Westermann,  n'ont  pas  ete  accomplis  non  plus,  parce  que 
j'etais  trop  engage  dans  d'autres  essais.  Mais  il  y  a,  sur  ce  terrain, 
des  problemes  anatomico-physiologiques  extremement  interessants  et 
qu'il  ne  parait  pas  impossible  de  resoudre.    J'espere  y  revenir  un  jour. 

2.    Proenzymes. 

Quand  meme  le  grain  d'orge  miir  et  non  germe  ne  contient  pas 
d'enzymes  proteolytiques,  il  serait  possible  que  leurs  proferments,  les 
proenzymes,  ou  substances  zymogenes,  y  existent  et  qu'au  moyen  de 
quelque  agent  soi-disant  zymoplastique  (acide,  temperature,  etc.),  celles- 
ci  fussent  capables  de  prendre  I'etat  actif. 


^)  Brown  and  Morris:    Journal   of  the   cliem.  Society,  Vol.  LVII,   45S— 

528  (1890). 
^)   1.  c.  p.  473. 
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Plusieurs  de  ces  proenzymes,  telles  que  la  propepsine  et  la  pro- 
chymosine  sont  bien  connues.  On  sait  qu'elles  se  trouvent  dans  Pes- 
tomac  des  nriammiferes  et  qu'on  est  en  etat  de  les  separer  des  enzymes 
actives.  Ainsi  la  propepsine  resiste,  contrairement  a  ce  qui  est  le  cas 
pour  la  pepsine,  a  Faction  des  alcalis  faibles:  on  pent  I'extraire  par 
une  solution  de  soude  et  la  rendre  active  en  ajoutant  un  acide  (Lang- 
ley  et  Edkins-^),  Glaessner^)).  Vines^)  pense  aussi  avoir  trouve 
aux  cruches  des  nepenthes  une  proenzyme  qui  n'agit  proteolytiquement 
que  par  un  acide;  de  meme  I.Reynolds  Green*)  pense  avoir  trouve 
quelque  chose  de  semblable  aux  graines  en  repos  de  Lupinus  hir- 
sutus,  un  extrait  glycerinien  de  celles-ci  ne  devenant  proteolytique- 
ment actif  qu'apres  avoir  ^te  traite  par  un  acide  etendu  en  chauffant 
legerement. 

Determine  par  ces  indications,  j'ai  fait  I'essai  suivant:  Le  6  no- 
vembre  1901,  on  moud  un  lot  d'orge  assez  fmement  pour  pouvoir  en 
prendre  des  echantillons  uniformes. 

On  les  fait  digerer  de  manieres  diverses : 

.  no.  1  lOOs^-  de  farine  d'orge  +  300«^  d'eau  (fo-aq,  35 O) 

-  2     —      -     —        —      -f  300^^  d'acide  lactiqueaO.2  p. c.  (fo-lact., 3b^) 

-  3    —      -     -        -      +300«^Na2G03normalauVioo(fo-Na2G03,350) 

-  4    — .    -     —        —      +200'^^deglycerine+100'^^ d'eau  (fo-glyc.,35^) 

Ghaque  echantillon  est  additionne  de  toluol  en  abondance.  On  les 
agite  frequemment  apres  les  avoir  places,  a  3  h.  du  soir,  dans  des  go- 
belets  qu'on  met  dans  un  bain-marie  qui,  ce  jour-la,  montrait  29^.  On 
les  y  laissc  jusqu'au  lendemain  a  10  h.  ^/2,  la  temperature  etant  alors 
montee  a  35^.  Pour  empecher  I'evaporation,  les  gobelets  sont  couverts 
de  plaques  de  verre  bien  ajustees.  —  Par  ce  proced6,  on  pourrait,  s'il  y 
avait  des  substances  zymogenes,  s'attendre  soit  a  les  extraire,  soil  a  les 
rendre  actives  (par  I'influence  de  I'acide  et  de  la  temperature).  Gomme 
essais  temoins  on  place  deux  echantillons  dans  I'armoire  glaciere,  a  5^. 


^)  Langley  and  Edkins:  Pepsinogen  and  pepsin.  Journ.  of  Physiology, 
III,  24()  (1886). 

')  Karl  Glaessner:  Ueber  die  Vorstufen  der  Magenfernnente,  Beitr.  z. 
chem.  Physiologie  imd  Pathologie,  I,  1   (1901). 

^)  Sidney-Vines:  The  proteolytic  enzyme  of  Nepenthes.  Annals  of  Bo- 
tany XI,  563  (1897). 

**)  Green:  On  the  changes  in  the  proteids  in  the  seed  which  accompany 
germination.  Philos.  Transactions  t.  178,  B.  39  (1887).  —  On  vegetable 
ferments.  Ann.  of  Botany,  Vol.  VII,  83  (1893).  —  The  soluble  ferments 
and  fermentation.    London  1899,  p.  207. 
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no.  5  lOOg'-  dc  farinc  d'orge  +  300^^=  d'eau  (fo-aq.,  5O) 
-    G     —      -     —         —     +300^^d'acidelactiquea0.2p.  c.  (fo-lact.,  5*^) 

Dans  ces  deux  cas,  il  etait  a  croire  que  les  proenzymes,  s'il  y  en 
avait,  ne  seraient  pas  rendues  actives;  mais  que  s'il  y  avait  des  enzymes 
actives  dans  cet  echantillon  d'orge  elles  seraient    extraites  a  froid. 

Le  7  novembre  a  10  h.  */2  du  matin,  lorsqu'on  a  agite  les  diffe- 
rents  echantilions,  un  degagement  d'air  tres  vif  —  cause  par  une  fer- 
mentation —  s'ensuivit  au  no.  1.  Au  no.  3,  la  farine  s'etait  soulevee. 
L'agitation  donna  lieu  a  un  degagement  d'air  tres  vif,  accompagne  d'une 
odeur  extremement  desagreable  comme  d'une  fermentation  butyrique, 
melee  avec  de  la  putrefaction.  Ainsi,  a  la  temperature  elevee,  le  toluol 
n'avait  pas  et6  a  meme  d'empecher  le  developpement  de  microbes  dans 
ces  echantilions.  Aux  nos.  2  et  4,  pas  de  signe  visible  de  fermenta- 
tion.    Les  nos.  5  et  6  etaient  aussi  restes  parfaitement  frais. 

A  11  h.,  tous  les  echantilions  sont  filtres.  Le  premier  liquide  fil- 
tre  trouble  est  rejete  sur  le  filtre,  mais,  a  I'exception  des  nos.  5  et  6, 
aucun  echantillon  ne  donne  de  filtrat  completement  clair.  Le  filtrat  du 
no.  3  ayant  garde  I'odeur  fetide,  on  ne  le  fait  pas  entrer  aux  essais 
suivants. 

On  ajoute  aux  autres  liquides  filtres  10^^'  de  solution  de  proteinc 
de  froment  dans  de  I'acide  lactique  a  0.2  p.  c.  pour  les  extraits  conte- 
nant  deja  cet  acide;  a  0.4  p.  c.  pour  les  autres,  de  sorte  que  la  con- 
centration d'acide  lactique  de  tous  les  liquides  a  essayer  soit  0.2  p.  c. 
Comme  precipitant  on  se  sert  du  chlorure  stanneux  et  de  I'acide  tan- 
nique.  On  dose  I'azote  avant  d'avoir  abandonne  a  eux-memes  les 
liquides,  a  50^,  pendant  2  heures,  et  apres.  Dans  ces  conditions,  une 
enzyme  toute  form^e,  s'il  en  existait,  devait  se  faire  reconnaitre  a  ces 
essais.  La  solution  de  proteine  contenait,  en  10^^,  32°^s.76  d'azote. 
Pour  les  autres  determinations,  voir  le  tableau  suivant. 

Ces  premiers  essais  donnant  des  traits  si  faibles  d'activite  proteo- 
lytique,  on  les  a  repetes  le  14  novembre  apres  avoir  abandonne  a 
eux-memes  les  extraits,  a  la  temperature  ambiantc  (18^),  additionnes 
de  toluol  en  abondance.  On  ne  precipite  qu'avec  le  chlorure  stanneux. 
Tous  les  echantilions  semblent  inalteres  7  jours  durant.  Peut-etre 
qu'alors  une  transformation  de  proenzyme  en  enzyme  s'etait  faite  aux 
extraits  acides.  Au  tableau,  ces  dernieres  determinations  sont  jointes 
aux  autres,  mais  entre  parentheses. 
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Az  du  liquide  filtre  du 

Az  du  liquide 
filtre  de  Ta- 

Az  dedouble 

ecliappant 

Essais 

Az 

chlorure  stanneux 

cide  tannique 

a 

la  precipitation  par 

/  2201-2230 
""^•\  2241-2251 

total 

pour 
commencer 

au  bout  de 
2  heures  ii  50^ 

pour 
com- 
mencer 

au  bout 

de  2  hs. 
a  500 

du  chlorure 
stanneux 

de  Tacide 
tannique  - 

mg 

mg 

mg 

mg 

mg 

mg 

fo-aq.,  35» 

13.02 

— 

— 

— 

— 

— 

— 

fo-aq-prot.,  35 '^ 

— 

7 
14 

no  v./  9.88 
—  \10.92 

7  nov.  (10.46 
14   —   (11-56 

4.84 

4.94 

7 
14 

nov.r0.58 
—  \0.64 

0.10 

fo-lact.,35».  ... 

16.18 

— 

— 

— 

— 

— 

— 

fo-lact-prot.,35'^ 

— 

7 
14 

—  (12.90 

-  U4.76 

7    -  /14.24 
14   —  (16-02 

6.90 

7.30 

7 
14 

—  ri.34 

-  \l.26 

0.40 

fo  glyc,  35°  .  . . 

11.40 

— 

— 

— 

— 

— 

— 

fo-glyc-prot.,.  35® 

— 

7 
14 

-  /  6.80 

-  \  7.60 

7    -  /  7.80 
14    —   ^  8.40 

3.20 

(2.80) 

7 
14 

-  ri.oo 

-  \0.80 

(-f-0.40) 

tb-aq.,  5" 

6.08 

— 

— 

— 

— 

— 

— 

fo-aq-prot.,  5°  . 

— 

7 
14 

-  (  4.86 

-  {  6.02 

7    -   r  5.52 
14    -  (  6.28 

1.96 

1.96 

7 
14 

-  (0.66 

—  \0.26 

0.00 

fo-lact.,50 

5.36 

— 

— 

—         — 

— 

— 

fo-lact-prot.,  5° 

— 

7 
14 

—  /  4.86 

—  ^  5.92 

7    -  /  5.60 
14   —  \  6.52 

2.00     2.12 

7 
14 

-  /0.74 

—  i0.60 

0.12 

Ges  essais  indiquent  que  cet  echantillon  d'orge  contient  de  la  pep- 
tase  en  petite  quantite,  mais  pas  de  tryptase  active  tous  les  essais, 
meme  a  5^,  ayant  donne  des  effets  peptonisants  sensibles.  Le  fait  que 
I'extrait  acidule  d'acide  lactique  a  35^  a  fait  voir  un  effet  plus  pro- 
nonce  que  les  autres  et  qu'on  y  trouve  aussi  un  effet  trypsique  faible, 
semblerait  bien  indiquer  I'existence  de  substances  zymogenes  tant  pour 
I'enzyme  trypsique  que  pour  I'enzyme  pepsique.  Pourtant  les  traits  en 
sont  si  petits  que  je  n'en  tirerai  pas  de  conclusions  plus  etendues. 
Mais  il  n'y  a  pas  moyen  de  douter  qu'en  general  il  n'y  ait  eu  des  en- 
zymes prot^olytiques  aux  extraits,  et  surtout  aux  extraits  acidules 
d'acide  lactique.  Pour  s'en  convaincre,  on  n'a  qu'a  comparer  ce  qu'on 
vient  de  dire  aux  changements  qu'ont  subis  les  extraits  abandonnes  a 
eux-memes  du  7  au  14  novembre,  changements  qui  tous  indiquent  un 
dedoublement  pepsique.  Au  contraire,  pendant  ce  temps,  aucune  aug- 
mentation du  pouvoir  fermentatif  ne  s'est  faite,  mais  plutot  une  diminu- 
tion. En  d'autres  mots:  il  n'y  a  pas  eu  de  transformation  ulterieure  de 
proenzymes  en  enzymes  actives. 
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CONCLUSIONS. 

Voici,  en  resume,  les  resultats  les  plus  importants  de  ces  recherches : 

I.  Un  extrait  aqueux  d'orge  en  germination  (de  malt  vert)  possede 
des  propri^t^s  proteolytiques  bien  prononcees  qui  pourront  se  faire  con- 
naitre ,  outre  par  une  aulodigestion,  par  le  dedoublement  de  matieres 
albuminoVdes  etrangeres  ajoutees.  Un  teJ  dedoublement,  comme  par 
exemple  celui  de  la  proteine  de  froment,  peut  aller  quantitativement  et 
quaiitativement  tres  loin.  II  montre  bien  la  dependance  d'agents  ex- 
terieurs  qui  est  caracteristique  aux  actions  diaslasiques. 

II.  Au  moyen  de  precipitations  par  le  chlorure  stanneux  et 
par  I'acide  tannique,  on  peut  demontrer  deux  phases  dil'fe- 
rentes  dans  la  proteolyse  de  proteine  de  froment:  une  phase  hydro- 
lytique,  formant  des  albumoses,  ou  phase  pepsique,  et  une  phase  aux 
dedoublements  plus  profonds,  ou  trypsique,  conduisant  a  la  formation 
de  composes  non-proteiques,  cristallins. 

III.  II  faut  supposer  que  les  deux  phases  sont  causees  par  deux 
enzymes:  la  peptase  et  la  tryptase,  parce  qu'elles  se  comporlent 
diff^remment  vis-a-vis  d'agents  exterieurs: 

1^  Les  courbes  de  temperature  des  deux  actions  ne  diffe- 
rent pas  seulement  de  forme.  Elles  ont  aussi  des  points  cardinaux 
differemment  situes  (le  minimum  et  I'optimum).    V.  p.  179. 

2*^  Si  on  arrete  la  proteolyse  au  bout  de  temps  differents,  Taction 
total  se  dessinera  de  manieres  differentes:  Taction  pepsique  opere  avec 
rapidite  et  sera  bientot  arrivee  a  terme,  tandis  que  Taction  trypsique, 
operant  plus  lentement,  se  continue,  apres  la  cessation  de  la  premiere, 
jusqu'au  dedoublement  ulterieur  de  tous  les  produits  de  dedoublement 
pepsiques. 

3°  L'influence  de  variations  d'un  facteur  (temperature ,  quantite 
de  Textrait  de  malt,  concentration  de  la  solution  de  proteine,  duree  du 
temps  d'essai)  depend  de  variations  simultanees  des  autres  facteurs. 

4°  A  la  phase  trypsique,  la  proteolyse  parait  ne  pas  se  faire  du 
tout,  ou  ne  se  faire  que  faiblement  en  milieu  neutre.  L'addition 
d'un  petit  peu  d'acide  (organique  ou  mineral)  a  un  effet  fo  r te- 
rn ent  accelerateur,  celle  d'un  alcali  exerce  une  influence 
retardatrice  sur  Taction. 

5°  L'influence  des  acides  et  des  alcalis  s'explique  suivant  la 
theorie  de  Fernbach  et  Hubert:  ce  sont  les  phosphates  pri- 
maires  et  secondaires  se  trouvant,  avec  les  enzymes,  dans  Tex- 
trait de  malt,  qui  decident  de  la  marche  de  la  proteolyse,  les  pre- 
miers ayant  un  effet  favorable,  les  derniers  un  effet  re- 
tar  date  ur  sur  la  proteolyse. 
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6^  La  phase  trypsique  de  la  proteolyse  est  retardee  proportion- 
nellement  a  la  quantite  d'alcool  ajoutee. 

7*^  Elle  est  encore  retardee  en  ligne  progressive  par  les  auti- 
septiques  suivants:  thymol,  chloroforme,  formol  (acide  benzoVque, 
acide  salicylique).  L'action  pepsique  parait  moins  sensible,  en  tout  cas 
vis-a-vis  du  formol.  Ni  Taction  pepsique  ni  Taction  trypsique  ne  sont 
sensiblement  affaiblies  par  le  toluol,  qui.  par  consequent,  est  un  bon 
preservatif  du  pouvoir  fermentatif  proteolytique  de  Textrait  de  malt. 

IV.  La  supposition  de  Texistence  de ,  au  moins ,  deux  enzymes 
proteolytiques  est  encore  supportee  par  le  fait  que  la  precipitation 
d'un  extrait  de  malt  par  Talcool  absolu  donne  une  prepara- 
tion possedant  presque  exclusivem  ent  des  proprietes  pepsi- 
ques,  Tinfluence  de  Talcool  supprimant  le  pouvoir  trypsique. 

V.  Parmi  les  proprietes  physiques  et  chimiques  des  enzymes  il 
faut  signaler: 

1*^  Elles  sont  presque  egalement  solubles  dans  Teau,  dans  Tacide 
lactique  faible  et  dans  la  glycerine. 

2*^  Elles  ne  sont  qu'extremement  peu  diffusibles  a  travers  une 
membrane  animate. 

3*^  A  Tetat  sec  elles  supportent  le  chauffage  lent  jusqu'a  95^,  pour 
le  moins,  tandis  qu'en  solution  elles  se  detruisent  a   70^  environ. 

4*^  La  congelation  d'un  extrait  de  malt  n'en  detruit  pas  le 
pouvoir  trypsique.  11  faut  supposer  qu'il  en  est  de  meme  du  pouvoir 
pepsique. 

o*^^'  La  lumiere  n'a  qu'une  influence  retardatrice  minime,  si  elle 
en  a  une,  sur  la  peptase  et  sur  la  tryptase. 

6°  Au  contraire,  elles  sont  tres  sensibles.  Tune  et  Tautre,  et  sur- 
tout  la  tryptase,  a  Tinfluence  d'acides  et  d'alcalis  forts,  et  a  celle 
de   plusieurs  antiseptiques  ordinaires. 

7^  Abandon nees  a  elles- memes,  a  une  temperature  basse, 
les  enzymes  pepsique  et  trypsique,  additionnees  de  toluol,  se  conservent 
assez  longtemps.     Geci  est  le  cas  surtout  pour  Tenzyme  pepsique. 

VI.  Les  enzymes  proteolytiques  de  Textrait  de  malt  sont  a  meme 
de  dedoubler  des  matieres  proteiques  tres  diverses,  tant  d'orgine  v^getale 
que  d'orgine  animale.  En  voici  que  dedouble  la  tryptase  en  ligne  pro- 
gressive dans  Tordre  cite:  proteine  de  malt,  proteine  de  seigle. 
proteine  d'orge,  caseine,  proteine  d'avoine,  proteine  de 
from  ent,  legumine.  La  peptase  et  la  tryptase  n'exercent,  au  con- 
traire, qu'une  influence  faible  sur  Tovalbumine,  tandis  qu'elles  trans- 
forment  ^nergiquement  la  fibrine  de  ba?uf  (reaction  de  tryptophane). 
A  plusieurs  egards  le  dedoublement  proteolytique  par  les  enzymes  pro- 
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teolytiques  de  I'extrait  de  malt  ne  le  cede  ni  quantitativement  ni  qualita- 
tivement  a  celui  qu'operent  la  pepsine  et  la  trypsine  animales. 

VII.  La  peptase  forme  rapidement  des  produitsdededoublement 
prot^olytiques  de  la  proteine  de  froment  un  grand  nombre  d'albu- 
m6ses  dont  la  tryptase  continue  le  dedoublement  formant  peu  a  peu 
des  composes  non  proteiques,  cristallins.  Les  vraies  peptones  ne 
se  montrent  qu'en  tres  petit  nombre  servant,  probablement,  d'inter- 
mediaires  entre  les  albumoses  et  les  produits  cristallins.  Ges 
transformations  se  maiiifestent  par  I'augmentation  rapide  de  composes 
azotes  diffusibles  et  par  la  formation  de  substances  qui  se  sous- 
traient  a  la  precipitation  par  I'acide  tannique,  par  I'ac^tate  ura- 
nique  et  par  I'acide  phosphostungstique  (corps  amides, 
bases  hexoniques,  etc.).  Parmi  les  produits  de  dedoublement.  on 
trouve  de  I'ammoniaque  en  abondance. 

VIII.  Dans  le  grain  d'orge  non  germe  je  n'ai  pu  demontrer 
qu'un  pouvoir  fermentatif  pepsique  extremement  faible,  et  point  de  pou- 
voir  fermentatif  trypsique.  Je  n'ai  pas  non  plus  pu  demontrer  I'exis- 
tence  de  celui-ci  pendant  3  jours  de  trempe,  ni  pendant  les  3  jours 
de  germination  suivants.  Mais  au  quatrieme  jour  de  germination,  il 
a  paru  tout  d'un  coup  avec  grande  force,  atteignant  son  maximum 
deja  au  sixieme  jour  de  germination.  Des  lors,  il  s'est  maintenu  pres- 
que  constant  jusqu'au  treizieme  jour  de  germination ,  c'est  a  dire  tant 
qu'on  en  a  suivi  la  marche. 

IX.  II  parait  qu'on  pent  demontrer,  dans  le  grain  d'orge  non 
germe ,  la  presence  de  petites  quantites  de  proenzymes  tant  pour  la 
peptase  que  pour  la  tryptase.  On  pent  les  rendre  actives  par  Paction 
d'acide  lactique  faible  et  d'une  temperature  convenable. 

(Voir  aussi  les  Pis.  I— XVII). 
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CARLSBERG  LABORATORIET 
1876—1901. 

Allerede  1871  fandtes  paa  Gamle  Carlsberg  et  lille  Bryggeri- 
laboratorium ,  og  til  at  forestaa  dette  havde  J.  C.  Jacobsen 
1.  Mai  1875  antaget  Cand.  polyt.  J.  Kjeldahl,  som  dengang  var 
Assistent  hos  Professor  C.  T.  Barfoed  paa  Landbohejskolens 
kemiske  Laboratorium,  og  samtidig  giver  ham  Udsigt  til  en  For- 
standerplads  ved  et  nyt  stort  kemisk-fysiologisk  Laboratorium  for 
zymotekniske  Undersegelser,  som  ban  i  en  nser  Fremtid  agtede  at 
oprette.  I  Virkeligheden  begyndte  Jacobsen  endnu  i  Efteraaret 
1875  Bygningsarbejder  til  Indretningen  af  dette  Carlsberg  Labora- 
torium, hvis  Montering  saa  Kjeldahl  ledede,  saa  at  den  kemiske 
Afdeling  allerede  kunde  tages  i  Brug  i  Sommeren  1876.  Men  den 
fysiologiske  Afdeling  var  da  endnu  ganske  i  sin  Vorden,  og  Ord- 
ningen  og  Indretningen  af  denne  overdroges  til  Cand.  med.,  nu- 
vserende  Professor  i  Plantefysiologi  ved  Universitetet,  R.  Pedersen, 
som  blev  ansat  ved  Laboratoriet  1.  Juli  1876.  Nu  havde  Jacobsens 
Planer  dog  antaget  langt  sterre  Dimensioner.  Nu  skulde  Carlsberg 
Laboratoriet  kun  vaere  en  enkelt  Afdeling  af  Carlsberg  Fondet, 
en  Stiftelse  til  videnskabelige  Formaals  Fremme,  som  Jacobsen 
oprettede  25.  Sept.  1876,  og  som  han  med  hejhjertet  og  ussed- 
vanlig  Rundhaandethed  udstyrede  med  rigelige  Midler  ved  en  Raekke 
af  Gavebreve^.  Af  dette  Carlsberg  Fond  blev  Laboratoriet  Af- 
deling A.  Dets  Opgave  bar  Jacobsen  selv  udferlig  angivet  i 
Fondets  Statuter  §  viii^.  I  faa  Ord  kan  den  siges  at  vaere  den, 
at  skabe  "et  muligst  fuldstaendigt  videnskabeligt  Grundlag  for 
Maltnings-,  Brygnings-  og  Gjaerings-Operationerne".    Formaalet  for 


^   Se  Aktstykker    vedrerende  Carlsberg  fondet.     Kjobenhavn  1894.     S.  1, 

4,  35,   47,   64       Sml.   ogsaa  nedenfor    S.  16   og  17. 
^   Statuterne  findes   aftrykte  i   C.  L.  Medd.   1,   x — xvj. 


Afdeling  B  var  at  stette  videnskabelige  Formaal  i  Almindelighed, 
dog  med  en  i  Statuterne  naermere  angivet  Begrsendsning,  og  hertil 
knyttede  Jacobsen  allerede  Aaret  efter  som  Afdeling  C  det 
nationalhistoriske  Museum  paa  Frederiksborg,  der  dog 
bar  sin  egen  Bestyrelse.  Hele  Stiftelsen  blev  stillet  under  det  kgl. 
Danske  Videnskabernes  Selskabs  Protektorat.  Dens  Direktion  skulde 
bestaa  af  5  Maend,  hvoraf  3  naturkyndige,  og  vaelges  af  Viden- 
skabernes Selskab  ud  af  dets  egen  Midte.  Laboratoriets  sseregne 
Bestyrelse  skulde  bestaa  af  de  3  naturkyndige  Medlemmer  af  Fondets 
Direktion  i  Forbindelse  med  een  eller  to  Tilforordnede,  der  enten 
som  Bryggerikyndige  eller  af  andre  Grunde  maatte  antages  at 
have  Kjendskab  til  og  Interesse  for  Laboratoriets  Opgaver. 

Bestyrelsen  holdt  sit  ferste  Mode  30.  Nov.  1876.    Den  bestod  af 
de  3  naturkyndige  Medlemmer  af  Fondets  Direktion,  Lektor  i  Kemi 
ved  Landbobojskolen,  Professor  C.  T.  Barfoed,  Professor  i  Fysiologi 
ved  Universitetet  P.  Panum    og   Professor  i   Zoologi   ved  Univer- 
sitetet  Jap.  Steenstrup,   og   de   Tilforordnede   vare   Jacobsen 
selv    og   bans   mangeaarige  Medarbejder  i  Bryggeriet  Erh.  Kogs- 
belle.     Efter   at   have   konstitueret   sig   valgte    den   Barfoed    til 
Formand,  en  Stilling,  han  indtog  til  sin  Ded,  og  som  ban  udfyldte 
med  overlegen  Dygtighed  og  Takt  og  med  den  mest  levende  Inter- 
esse, ligesom  han  ved  sin  ualmindelige  Administrationsevne  og  store 
Sands   for  Orden   og  Punktlighed   paatrykte   hele   den  nye  Institu- 
tion sit  Praeg.     I  de  25  Aar,  Carlsberg  Laboratoriet  bar  bestaaet, 
er  Bestyrelsen  stadig  bleven  gjenvalgt   af  Videnskabernes  Selskab, 
og  Forandringer  i  dens  Sammensaetning   ere   kun   skete  ved  Deds- 
fald.     Istedenfor  Panum,  som  dede  2.  Maj  1885,  valgtes  Lektor, 
nuvserende  Professor  i  Kemi  ved  Universitetet,  S.  M.  Jergensen; 
istedenfor  Jacobsen,    som   dede   30.  April   1887,    valgtes   Bryg- 
geriet Gamle  Carlsbergs  Direkter,  Kaptejn  S.  A.  v.  d.  A  a  Kiihle; 
istedenfor  Barfoed,   som  dede  30.  April  1889,  valgtes  Professor 
i  Botanik  ved  Universitetet  E.  Warming,    og  istedenfor  Steen- 
strup,   som    dede   20.  Juni    1897,    valgtes  Professor   i  Fysik   ved 
Universitetet    C.  Christiansen.      Kogsbelle     er    saaledes    den 
Eneste,   som   bar   vaeret  Medlem   af  Bestyrelsen  i  alle   de  forlebne 
25   Aar.     Formandspladsen    overdroges    efter  Barfoeds    Ded    til 
S.  M.  Jergensen. 


Det  aeldre  Laboratorium. 

Dette  var  indrettet  i  en  aeldre,  frit  liggende  Bygning  paa 
Sydsiden  af  Bryggeriets  indre  Gaard.  Bygningens  hele  Grundflade 
var  omtr.  4700  Kvadratfod  (470  Kvadratmeter),  og  deraf  var 
omtr.  2800  Kvadratfod  (280  Kvadratmeter)  indvendig  ombygget 
til  den  Raekke  Lokaler,  som  i  den  vedfejede  Grundplan  (PI.  I) 
ere  betegnede  ved  A,  B,  C,  D,  E,  F,  G,  H,  I  og  K,  medens  L 
og  L'  ligesom  M  vel  forbeholdtes  til  senere  Udvidelse  af  Labora- 
toriet,  navnlig  til  Arbejdslokaler  for  Assistenter,  men  dog  fore- 
lebig  ligesom  tidligere  skulde  benyttes  af  Bryggeriet. 

Laboratoriet  havde  to  Afdelinger,  en  kemisk  og  en  fysiologisk. 
De  laa  hver  for  sig,  men  stod  af  Hensyn  til  den  Samvirken,  som 
ofte  maatte  finde  Sted  imellem  dem,  i  let  Forbindelse  med  hin- 
anden.    Lokalerne  vare  fordelte  og  indrettede  paa  felgende  Maade: 

A.  Forstue. 

B.  Fysiologisk  Laboratorium  til  Forseg  i  Merke  m.  m. 

1.  Thermostatisk  Apparat  med  flere  Afdelinger.  —  2.  Vand- 
luftpompe.  —  3.  Lufttrykpompe. 

C.  Fysiologisk  Laboratorium   til   mikroskopiske  Arbejder  m.  m. 

4.  Vindkjedel,  i  Forbindelse  med  Lufttrykpompe  i  B  og 
med  konstant  Vandtryk. 

D.  Praeparatvserelse. 

5.  Skabe. 

E.  Arbejdsvaerelse  og  Vejestue. 

6.  Stenbord  til  Vcegte. 

F.  Kemisk  Laboratorium  til  analytiske  Arbejder. 

7.  Arbejdsskab  med  Dampapparat,  Sandbad  osv.  —  8.  Ar- 
bejdsskab  til  Afdampninger  osv.  —  9.  Stenbord  til  Ele- 
mentaeranalyse  osv.  —  10.  Vandblaeseapparat.  —  11.  Vand- 
luftpompe.  —  12.  12.  Tarreskabe.  —  13.  Gasometer  med 
Opstilling  til  Afleb  for  Vand. 

G.  Kemisk  Laboratorium  til  storre  Arbejder. 

14.  Faste  Ovne  til  Smeltninger  osv.  —  15.  Kvaegsolvluft- 
pompe  (efter  Ludwig).  —  16.  Svaleapparat  til  destilleret 
Vand,  i  Forbindelse  med  Dampkjedlen  til  7  i  F.  —  17.  17. 
Pasteur'ske  Gjseringskar  med  Dampkar.  —  18.  18.  Destiller- 
apparat  med  Opvarmning  ved  Damp. 
H.  Kemisk  Laboratorium  til  Arbejder  med  Svovlbrinte  o.  desl., 
tillige  Rengjeringslokale. 
19.  Arbejdsskab  med  Svovlbrinteapparat. 
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I.     Rum  til  Braendsel. 

K.     Trapperum   med  Udgang   til  Gaarden   og  Opgang  til  Labo- 
ratoriets  Magasin. 

L.  og  L'.     Projekterede  Arbejdsvserelser  for  Assistenter. 

M.     Rum,  som  er  bestemt  til  Laboratoriets  Udvidelse. 

Lokalerne  vare  11,5  Fod  (3,63  M.)  heje  og  opvarmedes  ved 
Ventilationsovne,  som  forsynedes  med  frisk  Luft  ved  Kanaler 
under  Gulvet.  Luften  udsugedes  af  Lokalerne  gjennem  Riste  i 
Gulvet  til  Kanaler  i  de  hule  Skillerumsmure  (se  Tegningen  PL  II), 
som  atter  stod  i  Forbindelse  med  Appelskorstene,  der  omgav  Skor- 
stensrorene,  hvilke  sidste  vare  af  Stebejern.  Ogsaa  ved  Ventiler 
under  Loftet  kunde  Luften  fra  Lokalerne,  og  ligeledes  fra  Arbejds- 
skabene,  udsuges  til  Appelskorstenene. 

Laboratoriet  forsynedes  med  filtreret  Vand  og  med  Damp  fra 
Bryggeriet,  med  Gas  fra  Frederiksberg  Gasvaerk. 

Hvor  godt  dette  aeldre  Laboratorium  var  indrettet  og  udstyret, 
vil  fremgaa  deraf,  at  der  fra  dets  Grundlseggelse  i  1875  indtil 
dets  Overgivelse  til  Carlsbergfondet  var  anvendt  omtr.  15000  Kr. 
til  dets  Montering  og  Forsyning  med  Instrumenter,  Apparater  o. 
desl.  Imidlertid  fandt  Jacobsen  dog  ikke  dets  Inventarium  fuldt 
tilfredsstillende  og  lovede  derfor  i  Bestyrelsens  ferste  Mede,  at 
hvad  der  endnu  maatte  mangle  af  vigtigere  Apparater  og  Instru- 
menter ikke  skulde  falde  Laboratoriets  Drift  til  Byrde,  men  an- 
skaffes  saerskilt  ved  private  Tilskud  fra  ham,  da  Laboratoriet  ikke, 
som  ban  havde  ensket,  var  blevet  fuldstaendig  udstyret,  for  det 
overgaves  til  Bestyrelsen.  Og  allerede  Dagen  efter  indfriede  ban 
dette  Lofte  ved  i  en  Skrivelse  til  Bestyrelsen  at  tilsige  Labo- 
ratoriet 1000  Kr.  aarlig  af  sin  private  Kasse.  Af  Regnskaberne 
sees  disse  1000  Kr.  at  vaere  indbetalte  i  1877,  1878  og  1879.  I 
sidstnsevnte  Aar  indtraadte  Fondet  i  fuld  Rentenydelse  af  den 
skjaenkede  Kapital  (se  nedenfor  S.  18),  og  da  stillede  de  eko- 
nomiske  Forhold  sig  saa  gunstigt  for  Laboratoriet,  at  det  endogsaa 
kunde  oplaegge  Sparepenge,  saa  at  de  private  Tilskud  fra  Jacobsen 
blev  ganske  overflodige. 

Det  ferste  Carlsberg  Laboratoriums  Ydre  er  vist  efter  Tegning 
af  Architekt  C.  F.  Thorns  en  paa  PI.  L 

Den  ferste  Forandring  og  Udvidelse  af  Laboratoriet  fandt 
Sted  i  Sommeren  1878,  da  Jacobsen  paa  egen  Bekostning  ind- 
rettede  og  monterede  de  to  Vaerelser  L  og  L'.  Det  ferste  af 
disse  blev  Arbejdsvaerelse  for  den  Assistent  i  den  kemiske  Af- 
deling,  som  blev  antaget  samme  Aar,  medens  Forstanderen  for 
samme   Afdeling    fik  L'    til   Instrumentvserelse    og  Arbejdsvaerelse 


istedenfor  det  af  ham  fer  benyttede  Vaerelse  E.  Denne  Ombyt- 
ning  blev  foretaget,  for  at  den  fysiologiske  Assistent,  na,ar  en 
saadan  blev  antaget  (dette  skete  Aaret  efter),  kunde  faae  Vserelset 
D,  som  stedte  op  til  den  fysiologiske  Afdeling,  til  Arbejdsvaerelse. 
Samtidig  blev  D  sat  i  Forbindelse  med  Forstuen  A  ved  en  Der, 
medens  den  Dor,  som  fra  Begyndelsen  havde  vaeret  mellem  C  og 
A,  tilmuredes.  Samlinger,  Prseparater  o.  a.  desl.,  som  tidligere 
havde  havt  Plads  i  D,  blev  nu  tilligemed  Sterstedelen  af  Bog- 
samlingen  anbragte  i  Vaerelset  E,  der  saaledes  blev  faelles  for 
begge  Afdelinger  og  var  let  tilgjsengeligt  fra  begge.  Til  dette 
Bibliotheksvaerelse  bestilte  Jacobsen  hos  Paul  Dubois  den 
Marmorbuste  af  Pasteur,  som  nu  findes  opstillet  i  det  nye  La- 
boratoriums  Forhal. 

Den  anden  Forandring  og  Udvidelse  af  det  seldre  Labora- 
torium  skete  i  1884.  Paa  det  Sted  i  Forstuen  A,  hvor  der  for 
havde  vaeret  en  Der  ind  til  Vaerelset  C,  blev  en  Trappe  fert  op 
til  ferste  Sal,  og  her  indrettede  Jacobsen,  ligeledes  paa  egen 
Bekostning,  til  Udvidelse  af  den  fysiologiske  Afdeling  3  Vserelser 
svarende  til  B,  C  og  D  i  Stuen  (samt  en  Forstue  over  A)  og 
forsynede  dem  med  de  nedvendige  Gas-  og  Vandledninger.  Han 
havde  taBukt  sig,  at  ogsaa  saratlige  med  den  evrige  Montering  for- 
bundne  Omkostninger  skulde  baeres  af  ham,  men  dette  mente  Be- 
styrelsen  af  Hensyn  til  Laboratoriets  davserende  gunstige  ekono- 
miske  Stilling^  ikke  at  kunne  tage  imod.  De  3  nye  Lokaler  paa 
ferste  Sal,  som  vi  ville  kalde  B',  C  og  D',  blev  derfor  monterede 
for  Laboratoriets  Regning  og  tagne  i  Brug  i  September  1884.  B' 
blev  anvist  til  Arbejdsvaerelse  for  den  fysiologiske  Afdelings 
Iste  Assistent,  C  til  Forstandervaerelse,  D'  blev  vaesentlig  anvendt 
til  Undervisning. 

Interierer  af  det  aeldre  Laboratorium  fra  1895  ere  gjengivne  i 
to  Malerier  af  0.  Haslund  i  det  nye  Laboratoriums  FestsaP. 
Det  ene  fremstiller  Professor  Kjeldahl  staaende  laenet  mod  det 
midterste  Arbejdsbord  i  Vaerelset  F;  i  Baggrunden  sees  Deren  ind 
til  E.  Det  andet  fremstiller  Professor  Hansen  siddende  ved  sit 
Skrivebord  i  Hjernevaerelset  C  i  Stuen  ved  det  Hjernet  naermeste 
Vindue  i  den  estlige  Gavl.  Det  Vindue,  hvorved  Laboratoriekarlen 
staaer,  vender  mod  Syd. 


^   Sml.  nedenfor   S.  16. 
^   Sml.   nedenfor   S    13. 


Forhandlinger  om  og  Bygningen  af  det  nye  Labor atorium. 

Siden  1884  er  der  ikke  foretaget  vgesentligere  Forandringer 
med  det  aeldre  Laboratorium.  Den  Del  af  Bygningens  Stueetage, 
som  paa  Grundplanen  PI.  I  er  betegnet  med  M,  og  som  oprin- 
delig  var  bestemt  til  Udvidelse  af  Laboratoriet,  naar  en  saadan 
blev  forneden,  fik  ikke  denne  Anvendelse,  idet  Bryggeriet  selv 
havde  Brug  derfor  til  sine  Kuldemaskiner.  Men  allerede  fer  1884 
udtalte  Jacobsen  jaevnlig  i  private  Samtaler,  at  der  maatte 
tsenkes  paa  en  ny  Laboratoriebygning  til  Aflesning  af  den  gamle. 
Den  Forandring  og  Udvidelse,  der  skete  1884,  var  aabenbart  for 
ham  kun  et  forelebigt  Experiment.  Allerede  samtidig  meddelte  ban 
Laboratoriebestyrelsen ,  at  et  ham  tilherende  Grundstykke  paa 
omtr.  21000  Kvadratalen  (8400  Kvadratmeter)  ved  Carlsberg  Vej 
(Matr.  Nr.  19  x,  Nr.  19  f  og  g  og  en  Del  af  Nr.  19  e  Valbyi)  skulde 
forbeholdes  det  nye  Laboratorium,  18.  Juli  1884  oversendte  han 
en  Tegning  af  dette  Grundstykke ,  og  fra  nu  af  vides  han  stadig 
og  med  stigende  Interesse  at  have  sysselsat  sig  med  Planen  til  et 
nyt  Laboratorium,  hvor  Alt  skulde  indrettes  i  sterre  Stil.  I  Be- 
styrelsesmedet  d.  25.  Nov.  forhandlede  man  Sagen  og  vedtog,  at 
Forstanderne  skulde  anmodes  om  inden  Marts  1885  at  indkomme 
med  Forslag  til  de  nye  Lokaler,  og  allerede  fer  denne  Tidsfrist 
var  udleben,  fremkom  Jacobsen  selv  med  et  Udkast  til  Byg- 
ningen. Den  skulde  have  T-Form,  omtr.  2000  Kvadratalens 
Grundflade,  en  Laengde  af  60  Alen,  to  Etager,  af  hvilke  Stuen 
skulde  rumme  begge  Laboratoriets  Afdelinger,  medens  Salsetagen 
forelebig  ikke  skulde  benyttes,  men  tjene  til  eventuelle  Udvidelser. 
D.  26.  Maj  1885  var  Forslaget  til  Forhandling  i  Bestyrelsen,  som 
nedsatte  et  Udvalg,  bestaaende  af  Jacobsen,  Barfoed  og  Jor- 
gensen,  til  at  drefte  Planen  og  eventuelt  aendre  den. 

Ved  n0jere  Ovcrvejelse  fandt  man  dog,  at  T-Formen  van- 
skeliggjorde  en  hensigtsmaessig  Fordeling  af  Lokaler  og  Belysnings- 
forhold,  og  to  Maaneder  efter,  15.  Juni  1885,  havde  Barfoed 
udarbejdet  en  anden  Plan,  hvorefter  Bygningen  skulde  vaere  rekt- 
angulger,  60  Alen  lang,  20  Alen  dyb,  med  2  Etager,  af  hvilke 
Stuen  skulde  indeholde  den  kemiske,  Salsetagen  den  fysiologiske 
Afdeling.     Paa   denne   Basis   fortes    alle   senere   Forhandlinger   om 


^   Se   A.  Fraenkel:   Gamle  Carlsberg,  Kjebenhavn  1897,  PL  III. 
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en   ny  Laboratoriebygning.     Hvorledes    disse    videre    udviklede   sig, 
og  med  hvor  levende  en  Interesse  Jacobsen  omfattede  dein,  saa 
at   det   endog  var  bans  Agt  selv  at  bekoste  Bygningen  af  det  nye 
Laboratorium,  medens  Laboratoriet  kun  skulde  af  holde  Monteringen, 
derom    bar    Bestyrelsen    meddelt    saa    udferlige     Oplysninger    til 
Fraenkels  Vaerk  om  Gamle  Carlsberg  (S.  4H6 — 472),  at  det  her 
maa  vsere  nok  at  minde  om,    at  Jacobsen   ikke   opnaaede   at  se 
det  nye  Laboratorium  paabegyndt,  og  at  dets  Opforelse  efter  bans 
Ded,  30.  April  1887,  maatte  udssettes,  indtil  de  nye  Forhold  havde 
fsestnet   sig,    hvori  Carlsberg  Fondet  indtraadte    1.  Oct.  1888,    da 
det  nemlig  efter  Jacobsens  Testamente  overtog  Bryggeriet  Gamle 
Carlsberg.     Ferst    1891    blev  Planen   til   et   nyt  Laboratorium   op- 
taget  paa  ny.    Byggepladsen  blev  dog  af  forskjellige  Grunde  valgt 
lidt    nordligere    (Matr.  Nr.  19  r  Valby^),    men    iovrigt    under    selv 
samme  Forhold  til  Veje  og  Verdenshjerner  som  i  den  aeldre  Plan, 
der   ogsaa   bibeholdtes  med  Hensyn  til  Bygningens  Dimensioner  og 
i  alt  Vaesentligt  med  Hensyn  til  Lokalernes  Fordeling.     Det  Bidrag, 
Jacobsen    havde    tsenkt   sig   selv   at  yde   til   Opferelse    af   selve 
Bygningen,   kom    nu  Bryggeriet  til  at  tilskyde.     Fondets  Direktion 
tiltraadte    nemlig    30.  Nov.  1892    Bestyrelsens    Indstilling    om,    at 
Bryggeriet    i    4   Aar    maatte    bidrage    aarlig    50000    Kr.,    medens 
Laboratoriet  da  af  sine  Sparepenge  skulde  afholde  det  Manglende. 
I  Betragtning  af  den  store  Andel,  Bryggeriet  derefter  vilde  komme 
til   at  tage   i   Udgifterne,    bestemtes   tillige,    at  Byggeforetagendet 
skulde   ledes   af  Bryggeriet  under  Tilsyn  af  Bestyrelsens  Formand. 
Tegningen    til    Laboratoriebygningen    og    de    to    Forstanderboliger, 
som  skulde  staa  i  Forbindelse  dermed,   udfertes    med  varm  Kjaer- 
lighed  til  og  Forstaaelse  af  Opgaven  af  Architekt  C.  F.  Thomsen. 
Han    bar    ogsaa    forestaaet    det    hele   Byggeforetagende    med    stor 
Dygtighed    og    paa    den    menstervaerdigste   Maade,    saa   at   Planen 
for   hvad   der   hvert  Aar   skulde    vsere   faerdigt,    punktlig   er  blevet 
fulgt.     Arbejdet   paabegyndtes    d.  8.  April   1893.     Den  vanskelige 
Fundering    skete    under    de    gunstigste   Vejrforhold.      Grundstenen 
blev  lagt  af  Direkter  Kiihle    d.  28.  Juni  1893,    og  i   samme  Aar 
blev  Kjaelderen  opfort  til  Sokkelhejde.    I  1894  blev  saavel  Hoved- 
bygningen  som  Forstanderboligerne  bragte  under  Tag.     I  1895  op- 
fortes    Forbindelserne    mellem    Boligerne    og    Laboratoriet,    Lofts- 
hvaelvingerne  blev  murede  og  Vseggene  pudsede  i  alle  3  Bygninger. 
I   1896   blev  Forstanderboligerne   gjort  fardige   og  begge    tagne   i 
Brug   i  Lebet   af  Sommeren,    medens   der  i   Hovedbygningen    blev 


^   Se  A.  Fraenkel,   Gamle  Carlsberg  PI.  III. 
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indlagt  Gas,  Vand  og  Elektricitet,  ligesoin  de  to  Betjentboliger  i 
Laboratoriets  Kjaelderetage  blev  gjort  faerdige.  Samme  Aar  fuld- 
endtes  Monteringen  af  den  kemiske  Afdeling,  saa  at  denne  kunde 
tages  i  Brug  i  Slutningen  af  1896,  den  fysiologiske  Afdeling  be- 
gyndte  sin  Virksomhed  i  Aug.  1897. 

Indvielsen  af  den  hele  Bygning  fandt  Sted  i  Naervaerelse  af 
det  kongelige  Danske  Videnskabernes  Selskab  paa  Bryggeriet 
Gamle  Carlsbergs  Halvtredsindstyveaars-Jubilaeumsdag,  d.  10.  Nov. 
1897. 

Efter  Indvielsen  afslorede  Direktionens  Formand,  Professor 
Edv.  Holm,  ligeledes  i  Naervaerelse  af  Videnskabernes  Selskab 
og  af  Gamle  Carlsbergs  Arbejdere  og  Funktionasrer,  en  af  G.  V. 
Bis  sen  udfort  Bronzestatue  af  J.  C.  Jacob  sen  i  Haveanlaeget 
foran  Bygningen.  En  Gjengivelse  af  den  findes  foran  i  dette  Skrift. 
Tanken  om  at  haedre  Mindet  om  den  Afdede  paa  denne  Maade 
var  udgaaet  fra  Gamle  Carlsbergs  Arbejdere,  som  kort  efter  bans 
Ded  begyndte  at  henlaegge  Penge  til  et  Mindesmaerke  for  ham. 
Til  dem  sluttede  sig  derefter  Bryggeriets  og  Laboratoriets  Funk- 
tionaerer  og  Haandvaerksmestre  samt  Carlsberg  Fondet.  Statuen 
fremstiller  Jacobsen  i  bans  kraftige  Manddomsalder,  og  den  er 
som  et  Symbol  paa,  at  det  nye  Laboratorium  er  viet  til  ved  dygtig 
og  energisk  Virksomhed  at  vaere  et  levende  Mindesmaerke  om  den 
varme  Faedrelandsven,  som  stiftede  det. 


Hvorledes  Udgifterne  til  det  nye  Laboratoriums  Bygning  og 
Indretning  ere  udredede,  og  hvorledes  de  have  fordelt  sig  i  de 
forskjellige  Aar,  indtil  det  maatte  betragtes  som  fuldstaendig  faer- 
digt,  og  paa  de  forskjellige  Conti,  vil  man  kunde  danne  sig  en 
Forestilling  om  af  hosfajede  Tabel.  Det  vil  ogsaa  af  denne  sees, 
at  Bryggeriet  af  den  samlede  Udgift  531093  Kr.  54  0.  bar  ud- 
redet  256615  Kr.  07  0.,  altsaa  naesten  Halvdelen,  og  at  det  saa- 
ledes  bar  tilskudt  56615  Kr.  07  0.  mere,  end  det  oprindelig 
havde  lovet. 
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Det  nye  Carlsberg  Laboratorium 

er  opfert  i  italiensk  Renaessancestil  af  rede  Mursten  med  Sokkel 
og  Hjerner  af  Granit.  Det  er  beliggende  i  et  mindre  Haveanlaeg 
mellem  Carlsberg  Vej  og  Bjerregaardsvej  i  Valby  (PL  II)  og  staaer 
ved  Loggia'er  og  lukkede  Gange  i  Forbindelse  med  to  Forstander- 
boliger.  Grundplanet  er  vaesentlig  rektangulaert ,  dog  med  et 
fremspringende  Parti  mod  Vest.  Hovedfacaden  med  Indgangs- 
deren  vender  mod  0st  ud  til  Carlsberg  Vej  (PL  III).  Vestfacaden 
er  vist  PL  IV.  I  Stueetagen  bar  den  kemiske ,  i  Salsetagen  den 
fysiologiske  Afdeling  sine  Lokaler.  Disse  ere  i  Stuen  6^/4  AL 
(4,24  M.),  i  Salsetagen  7V2  AL  (4,71  M.)  heje.  Vaerelsernes  Gulve 
ere  overalt  belagte  med  ensfarvet  Linoleum  undtagen  i  Festsalen, 
hvor  der  er  Parketgulv,  og  i  Laboratoriet  for  sterre  Arbejder, 
Stinklaboratoriet  og  Opvaskerummene,  hvor  Gulvene  ere  asfal- 
terede.  Loftet  udgjeres  i  alle  Lokaler  af  flade,  murede  Hvaelvinger, 
baarne  af  Jernbjaelker.  Inventariet  er  gjennemgaaende  udfert  i 
Teaktrae  og  Fyrretrse  og  lakeret  med  en  lys  Lak,  saa  at  Traeets 
naturlige  Farve  vaesentlig  er  bevaret.  I  Festsalen  er  Meble- 
mentet  af  Teaktrse,  i  Forstandernes  Laesevaerelser  af  Mahogny,  i 
de  Rum,  hvor  Gulvet  er  asfalteret,  er  Inventariet  af  malet  Fyrretrse. 
I  naesten  alle  Lokaler  er  indlagt  Vand  fra  Valby  Vandvaerk,  Gas 
fra  Frederiksberg  Gasvaerk  og  Elektricitet,  som  leveres  uden 
Vederiag  af  Bryggeriet.  Bygningen  er  forsynet  med  et  Anlaeg  til 
Opvarmning  ved  Hjaelp  af  varmt  Vand,  hvortil  Varmefrembringerne 
ere  opstillede  i  Kjaelderen  i  det  fremspringende  Parti  mod  Vest. 
Herfra  drives  det  varme  Vand  op  i  et  Rersystem  paa  Loftet, 
hvorfra  det  ved  nedlebende  Rer  fordeles  til  Varmelegemer  i  de  for- 
skjellige  Lokaler,  og  derfra  gaaer  det  igjen  til  Varmefrembringerne. 
Luften  i  Lokalerne  fornyes  ved  en  Friskluftskanal  under  Korri- 
doren  i  Kjaelderen  (PL  VII),  hvorfra  om  Sommeren  Luften  ved  elek- 
triske  Ventilatorer  drives  op  i  Lokalerne  gjennem  murede  Kanaler 
i  det  tykke  Hovedskillerum.  Om  Vinteren  forvarmes  den  friske 
Luft,  idet  den  traeder  ind  i  Kanalerne,  ved  der  opstillede  Varme- 
legemer. Den  benyttede  Luft  feres  bort  gjennem  Skorstene,  som 
ere  forte  op  over  Bygningens  Tag.  Endelig  findes  der  et  Rer- 
ledningsnet,  som  dels  ferer  fra  en  Vandbeholder  under  Bygningens 
Tag  til  Kertingske  Vandluftporaper  paa  forskjellige  Steder  i  Labo- 
ratoriet, dels  fra  disse  til  en  Beholder  i  Kjaelderen,  hvorfra  Vandet 
igjen  pompes  op  til  den  everste  Beholder  ved  en  elektrisk  Pompe, 
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som  gaaer  i  Gang  af  sig  selv,  naar  Vandet  i  den  everste  Beholder 
er  sunket  et  bestemt  Stykke. 

Gjennem  Hovedderen  kommer  man  ind  i  Forhallen  A  (PI.  V), 
der  med  det  tilstedende  Trapperum  B  indtager  hele  den  midterste 
Del  af  Hovedbygningen  i  en  Bredde  af  16  Al.  (10,04  M.).  Umid- 
delbart  inden  for  Deren  ferer  en  Granittrappe  paa  hver  Side  ned 
til  de  i  Kjaelderen  vaerende  Boliger  for  Laboratoriets  Betjente, 
medens  en  bred  Trappe  mellem  to  Sejler  af  poleret  Granit,  der 
baere  Loftet,  f0rer  op  til  Gulvet  i  den  egentlige  Forsal.  Dette  er 
lagt  med  brune  og  graa  01andsfliser,  medens  Vseggene  ere  be- 
klsedte  med  Marraorplader  i  redliggule  og  blaaliggraa  Farve.  I 
Trapperummet ,  som  bar  Ovenlys,  ferer  dels  en  Granittrappe  ned 
til  Kjaelderen,  dels  en  bred  Trappe  af  Veroneser-Marmor  i  4  Leb 
op  til  ferste  Sal.  I  Forhallen  er  paa  Fodstykker  af  poleret  Granit 
opstillet  to  Marmorbuster,  den  ene  (1)  af  Pasteur  (se  ovenfor 
S.  5),  den  anden  (2)  af  Liebig.  Tre  Dere,  udferte  i  poleret  Ma- 
hogny  og  indfattede  i  Rammer  af  grenligt  Marmor,  fere  til  det 
kemiske  Laboratoriums  Lokaler.  Forhallen  og  Trappen  oplyses 
cm   Aftenen  af  to  Buelamper,  hver  paa  ca.  600  Lys. 

Det  kemiske  Labor atorium  bar  felgende  Lokaler  (sml.  PI.  V) : 

C.  Forstanderens  Laboratorium. 

1.  Arbejdsbord,  som  i  hver  Ende  har  en  sterre,  firkantet 
Fajancevask  med  Kertingsk  Vandluftpompe.  —  2.  Arbejds- 
skab  med  Aftraek.  —  3.  Sterre  Arbejdsskab  med  konstante 
Vandbade  og  en  Kortingsk  Pompe.  —  4.  Bord  med  Rea- 
gensskab,  hvis  Skydedere  have  gule  Glasruder.  —  5.  Bord, 
hvorpaa  Opsats  med  Hylder.  —  6.  Bord  med  Skiferplader, 
Fajancevask  og  Kertingsk  Pompe.  —  m.  Merkerum. 

D.  Forstanderens  Laesestue. 

1.  Bord  med  indlagt  Fajancevaskekumme.  —  2.  Reol.  — 
3.  Sofa.  —  4.  Skrivebord.  —  5.  Laesepult.  —  Deren  i  den 
sendre  Vaeg  ferer  ind  til  Forstanderens  Bolig. 

E.  Forstanderens  Vejestue. 

F.  Stinklaboratorium. 

1.  Arbejdsbord.  —  2.  Bord  med  Skiferplade,  Fajancevask 
og  Kertingspompe  med  Blaeseapparat.  Pompen  staaer  ved 
Ledning  i  Forbindelse  med  Arbejdsskabet  3.  —  4.  Skab  af 
almindelig  Bordhejde. 

G.  Opvaskerum. 

1.  Rerkjedel  til  Opvarmning  af  Vand.  —  2.  Traevask.  —  3 
og  4.  Borde. 
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H.     Praeparatvaerelse. 

1  og  2.    Praeparatskabe    med    gule   Glasruder   i  Derene.  — 
3.  Mindre  Skabe ,    af  hvilke   det   ene  bar  en  Beholder  med 
brsendt  Kalk  i  Bunden.  —  4.    Bord. 
1.     Passage  fraP^rstanderensLaboratorium  C  til  Assistenternes  K. 
1.  Hejt  Skab.  —  2.  Sterre  Terrekasse.  —  3.  Telefon. 

K.     Assistentlaboratorium. 

1.  Arbejdsbord,  som  i  hver  Ende  bar  en  firkantet  Fajance- 
vask  og  en  Kertingspompe.  —  2.  2.  Reagensskabe  med 
med  gule  Glasruder  i  Skydederene.  —  3.  3.  Mindre  Arbejds- 
skabe.  —  4.  Storre  Arbejdsskab.  —  5.  Arbejdsskab  til  For- 
braendingsanalyser.  —  6.  Skammel  med  2  Gasometre  og 
Fajance-Aflebskumme.  —  7.  Smalt  Bord.  —  8.  Bord  med 
Skiferplade,  halvrund  Fajancevask,  Svalevandshaner  og  Af- 
lebsnseb.  —  9.  9.  To  Arbejdsborde  med  Opsats.  —  10.  10. 
Skriveborde. 

Paa  hver  Side  af  det  lille  Forrum  ud  mod  Forhallen 
findes  under  Trappen  et  lille  morkt  Rum,  x  og  y.  Det 
ferste  benyttes  som  Garderobe,  det  andet,  hvor  der  er  hojere 
til  Loftet,  er  bestemt  til  Polarisation  og  udstyret  dertil, 
bl.  a.  ved  Aftraek  til  Skorstenen. 

L.     Fysisk  Laboratorinm  (hidtil  vaesentlig  kun  benyttet  til  Veje- 
stue  for  Assistenterne). 

1.  Bord  med  firkantet  Fajancevask.  —  2  og  3.  Instrument- 
skabe.  —  4.   Apparat  til  Vacuumsdestillation   af  Kvaegselv. 

—  5  og  6.  Sofa  og  Bord. 
M.     Fremmedlaboratorium. 

1.  Bord  med  firkantet  Fajancevask,  hvorover  en  Kertingspompe 
med  Blaeser.  —  2.  Reagensskab  med  gule  Glasruder  i 
Skydedorene.  —  3.  Arbejdsskab  af  en  lidt  anden  Konstruk- 
tion  end  de  evrige.  —  4.  Skab.  —  5.  Skab  til  den  analy- 
lytiske  Vaegt.  —  6.  Skrivebord. 
N.     Laboratorium  for  storre  Arbejder. 

1.  Arbejdsbord  med  firkantet  Fajancevask,  hvorover  en 
Kertingspompe.  —  2.  Lavere  Arbejdsbord  med  Skiferplade. 

—  3.  Bord  med  Skruepresse.  —  4.  Varmluftsmaskine ,  der 
driver   et  Rere-   og  Rysteapparat  samt  en  Kuglemelle  (5.) 

—  6.   Isskab.   —    7.   Perrots    Gasovn.   —   8.   Isknusekasse. 

—  9.  En  Dreefsk  Melle. 

0,     som  er  bestemt  til  Magasin. 

I   alle   Laboratoriets   Arbejdsskabe   ere  Bagvseggene   beklaedte 
med  Maelkeglas,    Bundfladen    med    Fajancefliser.     I    de    fleste    ere 
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Skydederene  kontrabalancerede  og  delte  efter  en  vandret  Linie  i 
2  Dele,  en  sterre  foroven  og  en  raindre  forneden,  som  kunne  be- 
vaeges  uafhaengigt  af  hinanden,  saa  at  der  kan  arbejdes  i  Skabet 
med  den  mindst  mulige  Aabning  ud  til  Lokalet.  I  Reglen  inde- 
holde  Arbejdsskabene  mindre  Fajancevaske  og  ere  forsynede  med 
let  kjendelige  Haner  til  Luftledning,  Vacuum,  Svalevand  og  Af- 
lebsnaeb  for  dette. 

Arbejdsbordene  ere  0,97  M.  hoje.  De  fleste  have  Skuffer  og 
Underskabe.  Naar  disse  ere  anbragte  ud  for  Vinduerne,  ere  de 
jaevnlig  gjort  lyse  ved  Indlseg  af  en  tyk  Glasplade  i  Bordpladen. 
I  Reglen  ere  Arbejdsbordene  forsynede  med  de  samme  Haner  sora 
Arbejdsskabene. 

I  Alt  findes  i  den  kemiske  Afdelings  Lokaler:  92  Gashaner, 
21  Vandhaner,  29  Svalevandshaner,  17  Lufthaner,  26  Aflebsnaeb, 
6  Kertingske  Vandluftpomper,  7  do.  med  Blseseapparat,  8  sterre 
Vaske,  11  mindre  Vaske  og  46  Gledelamper. 


Gangen  ved  den  nordlige  Side  af  0  staaer  ved  en  lukket 
Korridor  i  Forbindelse  med  den  fysiologiske  Forstanders  Beboelses- 
lejlighed  og  ved  en  Trappe  (paa  den  vestlige  Side  af  0)  med 
bans  Laesevserelse  (B  paa  PI.  VI). 


Den  brede  Marmortrappe  fra  Forsalen  ferer  til  Korridoren  R 
paa  forste  Sal  (PI.  VI) ,  hvorfra  Indgangen  er  til  Festsalen  A.  I 
dette  smukke  Rum  findes  mellem  Vinduerne  Marmorbuster  af  J.  C. 
Jacobsen  og  H.  C.  0rsted,  begge  af  Herm.  Vilh.  Bissen,  og 
paa  Vseggen  ligefor  Vinduerne  Portraeter  af  Carlsberg  Fondets  ferste 
Direktion,  Madvig  og  Edv.  Holm,  malede  af  Carl  Bloch, 
Barfoed,  Panum  og  Jap.  Steenstrup,  malede  af  Aug.  Jern- 
dorff.  Paa  Endevaeggene  findes  to  store  Interiorer  fra  det  gamle 
Laboratorium,  malede  af  Otto  Haslund,  med  Portraeter  af  Pro- 
fessor Emil  Chr.  Hansen  og  afd.  Professor  Job.  KjeldahP. 
De  ferste  5  Portraeter  lod  Jacobsen  udfore  med  den  udtrykkelige 
Bestemmelse,  at  de  skulde  ophaenges  i  det  nye  Laboratoriums 
Festsal,  naar  et  saadant  blev  bygget.  De  to  Interiorer  ere 
skjaenkede  af  Bryggeriet  »>som  et  anskueligt  Minde  om  Labora- 
toriets  ferste  beskedne  Hjem,  hvorfra  der  er  fremgaaet  videnskabe- 


^   Af  alle   7  Malerier  findes  Beskrivelser  og  GjeDgiveLser  i  E.  F.  Lund: 
Danske  malede  Portraiter, 
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lige  og  praktiske  Resultater,  som  fremtidige  Arbejder  paa  det 
Laboratoriet  anviste  Forskningsomraade  ikke  ville  have  let  ved  at 
fordunkle,  et  Minde,  hvorved  tillige  Erindringen  om  de  Maend,  som 
ved  deres  Arbejde  have  grundlagt  Laboratoriets  Ry,  kan  bevares«^. 
Ligesom  Lokalerne  i  den  kemiske  Afdeling  ere  beliggende 
over  Forhallen  og  Trapperummet,  saaledes  ere  de  i  den  fysiologiske 
beliggende  omkring  Festsalen  og  Trapperummet,  t)g  her  som  der  er 
Anordningen  blevet  noget  afhaengig  heraf,  men  i  den  fysiologiske 
Afdeling  er  den  tillige  blevet  noget  afhaengig  af  Skillerummene  i 
den  kemiske. 

I  den  fysiologiske  Afdeling  er  (se  PI.  VI) : 

B.  Forstanderens  Lsesevaerelse. 

1.  Arbejdsbord  med  Underskabe.  —  2.  Bogskab.  —  3.  Vask. 
—  4.  Jernskab.  —  5.  Skrivebord.  —  6.  Bevsegelig  Reol.  — 
Vserelset  staaer  ved  Trappe  til  Stuen  og  en  Gang  her  i  let 
Forbindelse  med  Forstanderens  Beboelseslejlighed. 

C.  Forstanderens  Arbejdsvserelse. 

1.  Arbejdsbord  med  Underskabe  og  Vask.  —  2.,  3.  og  4. 
Tre  store  Kulturskabe.  —  5.  Et  lille  Skab  med  vigtige 
Ren-Kulturer,  og  saaledes  indrettet,  at  det  i  Ildebrands- 
tilfaelde  let  kan  tages  ned  og  baeres  bort  af  en  enkelt 
Person.  —  6.  Forsegsbord  med  Underskab.  —  7.  Skrive- 
bord for  Assistenten.  I  Passagen  fra  C  mellem  D  og  E: 
8.  Arbejdsbord. 

D.  Varmerum, 

indrettet  som  en  stor  Thermostat  til  talrige  Kulturer. 
Rummet  er  2,5  M.  hojt,  1,6  M.  bredt  og  1,6  M.  dybt.  — 
1.  1.  1.  Bevaegelige  Hylder.  Vaegge  og  Lofte  ere  byggede 
af  to  Lag  hule  Sten,  hvorimellem  er  Benkul.  Deren  er 
hul  og  fyldt  med  Infusoriejord.  Opvarmningen  skeer  ved 
Vand,  der  varmes  udenfor  Rummet  (i  Beholderen  5  i  F) 
og  cirkulerer  gjennem  et  Kobberrer  (9,6  M.  langt,  0,04  M. 
i  Tvermaal),  som  ligger  0,55  M.  over  Gulvet.  Fra  Ther- 
mostatrummet  F  rager  en  Reichertsk  Thermoregulator  og 
et  Thermometer  ind  i  D,  hvis  Temperatur  (saedvanlig  25^) 
altsaa  kan  aflaeses  i  F.  Desuden  har  Vaeggen  2  Aabninger, 
som  ere  lukkede  med  Bomuld.  D  belyses  af  en  elektrisk 
Gledelampe,  som  taendes,  naar  man  gaaer  derind,  og  slukkes, 
naar  man  gaaer  ud  igjen. 


^  Af  Bryggeridirektor  Kiihles   Indstilling  til  Fondets  Direktion. 
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E.  Det  sterile  Rum 

er  malet  med  Emaillefarve,  har  ingen  Gardiner  eller  Rer- 
ledninger.  Ruderne  mod  Vest  ere  malede,  Vinduet  mod 
Nord  tilkittet,  Rummet  er  betydeligt  lavere  end  de  evrige 
Lokaler,  Alt  beregnet  paa  at  undgaa  Stev.  —  1.  og  2.  Ar- 
bejdsborde. 

F.  Thermostatrum. 

1.  Panums  Thermostat i.  —  2.  2.  2.  Tre  Rohrbeckske  Ther- 
mostater.  —  3.  Etuve  d'Arsonval.  —  4.  Magasinskab.  — 
5.  Beholder  til  Opvarmning  af  D.  —  6.  og  7.  Borde  med 
Underskabe.  —  8.  Vask. 

G.  Kemisk  Laboratorium. 

1.  og  2.  Arbejdsborde  med  Vask,  Kertingsk  Pompe,  Haner 
til  Svalevand  og  Aflebsnseb  osv.  —  3.  Bord  med  Reagens- 
skab,  hvis  Skydedore  have  gule  Ruder.  —  4.  Arbejdsskab 
som  i  den  kemiske  Afdeling. 

H.     Merkekammer 

til   fotografisk  Brug   og  til  Forseg   i  Merke.     1.  Bord   med 
Underskab  og  Vask.  —  2.   Reol,    hvor   der   er   magasineret 
Carlsberg  Kar  med  steriliseret  Urt. 
I.     Assistentlaboratorium. 

1.  Bord  med  Underskabe  og  Vask.  —  2.  Bord  med  Under- 
skab. —  3.  4.  5.  Kulturskabe  (3.  med  Glasdere  til  Kul- 
turer  i  Lys). 

K.     Sterilt  RunL 

indrettet  som  E. 

L.     Bibliothek. 

1.  og  2.  Store  Reoler.  —  3.  Skab  med  Samling  af  torrede 
Svampe.  —  4.  Bord.  —  5.  Stort  Mikrofotografi-Apparat. 
—  6.  (udenfor  paa  Gangen)  Skab  til  Clicheer,  Klodser, 
Kobberplader. 

M.     Undervisningslaboratorium. 

1.  og  2.  Kulturskabe.  —  3.  og  4.  Arbejdsborde  med  Under- 
skabe. —  5.  Bord  med  Underskabe  og  Vask  med  en  Ker- 
tingspompe.  —  6.  Schribaux'  Thermostat. 

N.     Magasin. 

1.  2.  3.  4.  Store  Skabe.  —  5.  Mindre  Skabe.  —  G.  Lest 
Bord.  —  7.  8.  og  9.  Varmekasser  til  Sterilisation  ved  ter 
Varme. 


^   Beskrivelse  med  Tegning  i   C.  L.  Medd.  1,   48. 
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0.     Sterilisationslokale. 

1.  Apparat  til  Sterilisation  med  stremmende  Vanddamp.   — 

2.  Autoklav  til  Sterilisation  under  Tryk.  —  3.  Bord  med 
Skiferplade  og  en  Raekke  Haner,  der  levere  steril  Luft 
under  Tryk.  —  5.  Bord  med  Underskab.  —  5.  og  6.  Skabe. 

P.     Opvaskerum. 

1.  Bord  med  stor  Vask.  —  2.  Varmtvandsapparat.  —  3. 
Bord  med  Underskabe.  —  4.  Reol.  —  5.  Stort  Skab. 
Gulvet  er  asfalteret   og  forsynet  med  Afleb  for  Spildevand. 


Laboratoriets  Formuesforhold. 

Ved  sit  ferste  Gavebrev,  hvorved  Fondet  stiftedes,  sikrede 
Jacobsen  det  en  Kapital  af  1  Million  Kroner,  som  skulde  for- 
rentes  med  5^/o  aarlig,  men  dog  saa  Isenge  ban  selv  og  bans  Hu- 
stru  levede,  kun  med  2Vo  p.  a.  Fondets  aarlige  Indtaegt  var  alt- 
saa  dengang  20000  Kr..  Deraf  afholdtes  bl.  a.  Laboratoriets 
Drifts udgifter,  men  da  disse  naesten  aldrig  have  vgeret  saa  store 
som  de  af  Laboratoriebestyrelsen  vare  budgetterede ,  fremkom  der 
vel  ogsaa  i  de  3  ferste  Regnskabsaar  et  Overskud,  men  dette 
indgik  indtil  d.  25.  Sept.  1879  i  Fondets  evrige  Formue  for  at 
finde  Anvendelse  til  dets  andre  Formaal.  Men  allerede  27.  Jan. 
1879  tilskrev  Jacobsen  Fondets  Direktion,  at  ban  fra  25.  Sept. 
s.  A.  gav  Afkald  paa  det  ovennsevnte  Forbehold,  at  den  skjaenkede 
Kapital  i  bans  og  bans  Hustrues  Levetid  kun  skulde  forrentes  med 
2  %  p.  a.  Fra  sidstnsevnte  Datum  voxede  Fondets  Indtaegter  saa- 
ledes  pludselig  til  50000  Kr.  aarlig,  og  fra  1.  Okt.  1879  til  1.  Okt. 
1881  havde  Laboratoriet  en  fast  aarlig  Indtsegt  af  25000  Kr. 
Ved  sit  tredie  Gavebrev  af  22.  Aug.  1881  foregede  Jacobsen 
yderligere  Fondets  Formue  med  1  Mill.  Kroner  og  Laboratoriets 
aarlige  Indtsegt  med  10000  Kr.  Ved  denne  staerke  Stigen  af  Labo- 
ratoriets Indtaegter,  blev  dets  ekonomiske  Stilling  saa  gunstig, 
at  det  hvert  Aar  kunde  oplsegge  betydelige  Summer  som  Spare- 
penge,  for  hvilke  der  siden  blev  Anvendelse  ved  Bygningen  og 
Indretningen  af  det  nye  Laboratorium.  Fra  1.  Okt.  1881  til 
1.  Okt.  1896  havde  Laboratoriet  herefter  en  fast  aarlig  Indtaegt  af 
35000  Kr.  Men  efter  at  Carlsberg  Fondets  Grundfond  havde 
naaet    den    ved    Direktionens    Beslutning^    fastsatte    Sterrelse    af 


^   Sml.   Tiling  til  Fundats    for  Carlsberg  Fondet    af  25/9   76   §  8   {Akt- 
stykker  vedrer.   Carlsberg  Fondet.    Kbh.  1894.     S.  68). 
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6  Millioner  Kroner,  er  det  i  4.  Tillseg  til  Statuterne  §  xxxii  be- 
stemt,  at  Nettooverskuddet  af  Bryggeriet  og  Grundfoiidet  fra 
1.  Okt.  1896  skal  anvendes  saaledes ,  at  ferst  Administrationsud- 
gifterne  og  de  aarlige  Summer,  som  ailerede  Jacob  sen  havde 
bestemt  til  hver  af  Fondets  tre  Afdelinger  (altsaa  for  Laboratoriet 
35000  Kr.),  afholdes  deraf,  medens  af  Resten  V*  lienlaegges  til  et 
Reservefond  og  de  V*  fordeles  mellem  Afdelingerne  paa  en  saadan 
Maade,  at  Laboratoriet  faaer  Vs  af  den  Sum,  der  fordeles.  For 
Aaret  1895—96  liar  Laboratoriets  Andel  i  Overskuddet  (altsaa 
foruden  de  35000  Kr.)  vaeret  53931  Kr.  82  0re,  for  1896—97 
63000  Kr.,  for  1897—98  27270  Kr.  90  0re,  for  1898—99  62544  Kr. 
57  0re,  for  1899—1900  72605  Kr.  52  Ore. 

I  omstaaende  Tabel  vil  man  finde  en  Oversigt  over  Labora- 
toriets Udgifter  og  Formuesforhold  i  de  forlebne  25  Aar.  Da 
imidlertid  Regnskabsaaret  gaaer  fra  1.  Okt.  det  ene  Aar  til  30.  Sept. 
det  naeste,  bar  Forholdene  for  det  sidste  halve  Regnskabsaar  ikke 
kunnet  medtages,  saa  at  Angivelserne  for  Aaret  1900/1901  kun 
gjaelde  fra  1.  Okt.  1900  til  I.April  1901.  Ved  ..Forbrug«  forstaaes 
Braendsel,  Gas,  Kemikalier  o.  1.,  ved  »Jnventar(-  Anskaffelse  af  nye 
eller  Reparation  af  seldre  Apparater,  Instrumenter,  Borde,  Skabe, 
Ovne  m.  m.  Under  »Forskjellige  Udgifter«  er  siden  1.  Okt.  1898 
paa  Budgettet  samlet  en  Del  heterogene  Udgifter,  som  aet  nye 
Laboratoriums  Drift  bar  medfert.  Ogsaa  Skatter  og  Assurance  af 
Bygningerne  er  en  Udgift,  som  ikke  kjendtes  i  det  gamle  Labo- 
toriums  Tid.  Under  ))Rejser«  er  opfert  Understettelser,  som  i 
dette  Ojemed  i  Aarenes  Leb  ere  tilstaaede  Forstanderne  og  under- 
tiden  ogsaa  Assistenterne.  Opgjorelsen  af  Formuen  gjaelder  sidste 
Dag  i  vedkommende  Regnskabsaar,  den  sidste  Opgjerelse  1.  April 
1901.  Til  Formuen  maa  dog  ogsaa  henregnes  det  gjaeldfrie  nye 
Laboratorium  med  Forstanderboliger. 
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Budget- 

teret  Drifts- 

udgift 

Yirkelig 
Driftsudgift 

De  virkelige  Driftsudgifter 

Eegn- 
skabsaar 

Lonninger 

Forbrug 

iDventar    I 

B0| 

Kr. 

Kr. 

Kr. 

Kr. 

Kr.         ' 

K 

1876—1877 

11400.    .> 

10443.  44 

6806.  66 

1019.  59 

2574.  71  , 

42 

1877-1878 

12500.    » 

8930.  24 

4340.  01 

946.  95 

2180.  38 

394 

1878—1879 

13500.    .> 

9857.  02 

6876.  99 

1104.  77 

1816.  51  I 

38 

1879—1880 

17000.    » 

14848.  75 

9250.    « 

1477.  70 

1735.  18 

463 

1880—1881 

15600.    » 

15208.  69 

10425.  73 

1458.  33 

2389.  19 

212 

1881—1882 

19300.    .> 

17575.  49 

11836.  05 

1855.  61 

2326.  10 

314 

1882—1883 

19300.    .. 

18343.  60 

11980.    .> 

2314.  52 

1908.  43 

346 

1883-1884 

20340.    » 

19840.  21 

13590.    » 

2027.  04 

2684.  78- 

224 

1884—1885 

26090.    .) 

24512.  06 

16315.    « 

2653.  39 

3098.  44 

168 

1885—1886 

24640.    » 

23177.  65 

16440.    .> 

2472.  73 

2436.  59 

188 

1886—1887 

22940.    « 

21646.  43 

15880.    .> 

2338.  77 

2564.  44 

187 

1887—1888 

22580.    .) 

21909.  31 

14770.    » 

2143.  89 

2571.  50 

291 

1888-1889 

24080.    » 

22184.  38' 

16230.    .> 

2104.  34 

2710.  15 

24C 

1889-1890 

24880.    » 

22942.  80 

17980.    .» 

1756.  33 

3006.  44 

19C 

1890-1891 

24580.    » 

23251.  70 

17105.    •> 

1797.  51 

2072.  83 

25C 

1891—1892 

24280.    •> 

22834.  19 

17446.  67 

2002.  37 

2853.  95 

22^ 

1892—1893 

26300.    » 

23555.  76 

18300.    » 

2620.  51 

2453.  09 

311 

1893—1894 

27116.  67 

25443.  77 

19999.  84 

2086.  61 

1803.  12 

38( 

1894—1895 

28200.    « 

27362.  27 

20550.    » 

2331.  69 

2068.  04 

43^ 

1895—1896 

30350.    » 

29405.  65 

21610.    >. 

2467.  42 

1975.  76 

65c 

1896—1897 

35405.    >> 

35589.  98 

22754.  99 

4420.  01 

4508.  55 

44^ 

1897     1898 

41953.  33 

42057.  25 

23635.    » 

5576.  12 

7568.  06 

44( 

1898     1899 

40570.    >> 

39809.  44 

25370.    .. 

5330.  11 

4452.  34 

31^ 

1899—1900 

40920.    »> 

37828.  16 

25470.    » 

3703.  11 

3301.  06 

461 

tV  00-i  01 

21414.  17 

21738.  51 

11668.  34 

1983.  16 

403.  36 

20( 

I  Alt... 

615239.  17 

581286.  75 

396600.  28 

59992.  58 

67463.    .. 

743^ 

^  Montering  af  de  nyindrettede  Lokaler  for  fysiologisk  Afdeling.  ^  Heri  Mont< 
Anledning  af  Bryggeriets  Jubilseum  :  1889  Kr.  98  0.  *  I  IS^^/u  afholdt  Laborat 
12521  Kr.   23  0.    af  de  med  Bygning  og  Indretning  af  det  nye  Laboratorium  forbu 
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3ratoriet  fordele  sig  paa  nedenstaaende  Oonti: 

Formue 

is- 

*tets 
relse 

Rej- 

ser 

Skatter  og 

Assurance 

af  Byg- 

ningen 

Reparation 
af  Lokaler, 
Bygninger 
og  Varrae- 
apparat 

Forskjel- 

lige   Ud- 

gifter 

Extraord. 

og   ufor- 

udsete 

Udgifter 

Regn- 
skabsaar 

r. 

Kr. 

Kr. 

Kr. 

Kr. 

Kr. 

Kr. 

D 

i> 

» 

» 

» 

>) 

» 

1876—1877 

B.  42 

1) 

)) 

n 

» 

» 

I) 

1877—1878 

0.  60 

u 

)) 

1) 

u 

1) 

» 

1878-1879 

1.  92 

200 

» 

» 

1) 

» 

8388. 

04 

1879     1880 

2.  97 

1) 

» 

» 

»> 

i> 

16533. 

18 

1880—1881 

3.  25 

700 

1) 

» 

» 

» 

30889. 

» 

1881     1882 

2.  82 

700 

)) 

» 

n 

» 

44960. 

21 

1882—1883 

3.  93   500 

» 

n 

)) 

» 

57879. 

66 

1883     1884 

1000 

» 

» 

» 

1276.  48^ 

66935. 

79 

1884—1885 

9.  67 

» 

» 

» 

» 

») 

77350. 

46 

1885-1886 

» 

500 

» 

215.  29 

» 

» 

90844. 

21 

1886—1887 

9.  24   500 

» 

162.  74 

» 

» 

103993. 

77 

1887     1888 

700 

1) 

174.  44 

» 

25.  35 

116993. 

31 

1888     1889 

0.    •> 

») 

» 

)) 

n 

129892. 

20 

1889-  1890 

5.  80 

500 

» 

» 

1) 

142548. 

17 

1890—1891 

2.  20 

») 

)) 

») 

50.    » 

156209. 

50 

1891—1892 

0.  69 

» 

)) 

n 

100.    » 

169058. 

14 

1892    1893 

6.  38 

n 

i> 

» 

147.  55 

72753. 

88* 

1893-1894 

9.  62 

1100 

» 

» 

» 

78635. 

15 

1894     1895 

5.  51 

)) 

)) 

» 

2543.  242 

82818. 

66 

1895     1896 

0.  24 

» 

n 

t) 

» 

52590. 

474 

1896—1897 

7.  59 

1200 

)) 

= 

2080.  58^ 

34112. 

67* 

1897-1898 

4.  03 

400 

354.  57 

1511.  04 

388.  95 

46132. 

84* 

1898-1899 

9.  62 

400 

930.  28 

691.  40 

1595.  66 

683.  45 

104145. 

83 

1899—1900 

3.  28 

» 

474.  25 

2889.  96 

948.  48 

1206.  79 

174056. 

90 

iV  00—1  01 

7.  78 

8400 

1759.  10 

4133.  83 

4055.  18 

8502.  39 

^ssistentboligerne  i  de  nye  Forstanderboliger :  1851  Kr.  44  0.  ^  Heri  Gratialer  i 
300  Kr.,  i  18^6/97  85754  Kr.  10  0.,  i  IS^'/gs  76206  Kr.  14  0.  og  i  18^8/99 
rifter. 
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Laboratoriets  Personale. 

Af  Forstanderne  har  Professor  Kjeldahl  vseret  knyttet  til 
Laboratoriet  lige  fra  dets  Tilblivelse,  og  ban  var  Forstander  for 
dets  kemiske  Afdeling  fra  1.  Okt.  1876  til  sin  Ded  d.  18.  Juli 
1900.  I  bans  Sted  ansattes  Dr.  pbil.  S.  P.  L.  Serensen  fra 
1.  Jan.  1901 ,  for  hvilket  Tidspunkt  ban  af  private  Grunde  ikke 
kunde  tiltraede  Stillingen.  I  Mellemtiden  fra  1.  Sept.  til  31.  Dec. 
1900  var  Afdelingens  aeldste  Assistent  Cand.  polyt.  H.  Jessen- 
Hansen  konstitueret  som  Forstander. 

Ogsaa  Cand.  med.,  nuvaerende  Professor,  R.  Pedersen  var 
ansat  ved  Laboratoriet  allerede  for  det  gik  over  til  Fondet,  men 
virkede  kun  omtrent  et  Aar  som  Forstander  for  den  fysiologiske 
Afdeling  (1.  Okt.  1876-31.  Dec.  1877).  1  1878  bavde  den  fysio- 
logiske Afdeling  ingen  Forstander,  men  ved  et  privat  Engagement 
afJacobsen  arbejdede  davaerende  Cand.  pbil.,  nuvaerende  Professor, 
Dr.  pbil.  Emil  Cbr.  Hansen  der  bele  Aaret  og  udferte  der  en 
Rsekke  gjseringsfysiologiske  Undersogelser.  Den  1.  Jan.  1879  kon- 
stitueredes  ban  (men  med  fuld  Gage)  og  1.  Okt.  s.  A.  ansattes  ban 
som  Forstander  for  den  fysiologiske  Afdeling^. 

Som  Assistenter  bave  folgende  Maend  virket  ved  Laboratoriet 
i  de  angivne  Tidsrum^. 

/  den  kemiske  Afdeling: 

Cand.  polyt.   A.  Tberkelsen    1.  Sept.  1878— 1.  Juli   1879    (ded 

som  Belysningsdirekter  i  Kjobenbavn). 
Cand.  polyt.  A.  Weis  1.  Nov.  1879—1.  Febr.  1881  (nu  Adjunkt  ved 

Metropolitanskolen). 
Cand.  pbarm.  W.  Jobannsen  I.Mai  1881 — I.Nov.  1883  og,   efter 

et  Studieopbold  i  Tubingen,  igjen  1.  Sept.  1884—1.  Okt.  1887 

(nu  Lektor  i  Plantefysiologi  ved  Landbobojskolen). 


^  Om  Forstandernes  Liy  og  Virksomhed  henvises  dels  til  Biografisk 
Lexikon,  dels  til  A.  Fra  en  k  els  Vaerk:  Gamle  Carlsberg,  dels,  for 
Kjeldahl  s  Vedkommende ,  til  5.  Bds.  1.  Hefte  af  naervaerende 
Tidsskrift,  endelig  til  den  Oversigt  over  Carlsberg  Laboratoriets 
Virksomhed,   som  findes   nedenfor   (S.  24 — 49). 

^  1  det  ferste  Regnskabsaar  havde  Laboratoriet  ikke  Assistenter.  Kun 
i  de  to  forste  Maaiieder  deltog  Cand  polyt.  Leth  (nu  Inspekter 
ved  Vestre  Hospital),  som  paa  anden  Maade  var  i  Bryggeriets 
Tjeneste,   i  Arbejderne   i   den   kemiske   Afdeling. 
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Cand.  polyt.   Ph.  Gram    20.  Mai   1881—1.  Jan.  1884    (nu    Kon^ 

troller  ved  Blbeskatningen). 
Cand.  polyt.  L.  Knudsen  1.  Jan.  1884 — 1.  Sept.  1885  (ded,  ansat 

paa  Ny  Carlsbergs  Laboratorium). 
Cand.  polyt.  J.  G.  Forchhammer  1.  Sept.  1885—1.  Sept.  1886 

(nu  Forstander  for  Devstumme-Institutet  i  Nyborg). 
Cand.  mag.  (i  Kemi)   R.  Koefoed   1.  Okt.  1887—1.  Marts   1890 

(nu  teknisk  Direkter  paa  Gamle  Carlsberg). 
Cand.  polyt.  Hagen  Petersen    1.  Okt.   1889—1.  Dec.  1891    (nu 

Assistent  i  Meyer  &  Dethlefsens  Laboratorium). 
Cand.  polyt.  H,  Jessen-Hansen  1.  Jan.  1892 — 
Cand.   polyt.    C.  Ivan   Olsen    1.   Febr.    1892—1.   Sept.   1894    og 

15.  Okt.  1895—1.  Mai  1896   (nu  Brygmester  i  Christiania, 

bar  antaget  Navnet  C.  Ivan). 
Cand.  polyt.    N.   Hjelte    Clausen    1.  Sept.    1894—1.  Jan.  1898 

(nu  Laboratorieforstander  paa  Ny  Carlsberg). 
Cand.  polyt.  C.  Pedersen  1.  Jan.  1898— 
Cand.  mag.  (i  Plantefysiologi)  F.  Weis  1.  Nov.  1898—. 

/  den  fysiologishe  Af deling: 

Cand.  pharm.  V.  Rosing  15.  Okt.  1879  —  1.  Jan.  1881  (ded,  ansat 
paa  et  Bryggeri  i  Nordtydskland). 

Cand.  polyt.  L.  Knudsen  1.  Okt.  1882— 1.  Jan.  1884  (se  ovenfor). 

Cand.  polyt.  Ph.  Gram  1.  Jan.  1884—1.  April  1885  (se  ovenfor). 

Cand.  polyt.  S.  V.  Poulsen  1.  Mai  1885—1.  Jan.  1888  (ded). 

Cand.  phil.  J.  C.  Holm  15.  Sept.  1884—1.  Juni  1891  (nu  Labora- 
torieforstander hos  Direkter  Alfr.  Jorgensen). 

Cand.  pharm.  J.  Chr.  Nielsen  1.  Aug.  1888—1.  Juni  1893  (nu 
Apotheker  i  Nykjebing  paa  Falster). 

Cand.  pharm.  &  phil.  A.  Klecker  1.  Febr.  1892—. 

Cand.  polyt.  H.  Schienning  1.  Jan.  1894 — . 

For  Tiden  er  altsaa  Hr.  Jessen-Hansen  ordinaer  og  d'Hrr. 
C.  Pedersen  og  F.  Weis  extraordinaere  Assistenter  i  den  keraiske 
Afdeling,  Hr.  Klocker  ordinaer  og  Hr.  Schienning  extraordinaer 
Assistent  i  den  fysiologiske  Afdeling. 

Hvad  Personalets  Lenningsforhold  angaaer,  var  det  i  Statuterne 
fastsat,  at  Forstandernes  Gage  skulde  vaere  mindst  den  samme 
som  for  Universitetsprofessorer  med  samme  Tjenestetid.  Hertil 
fejede  Jacobsen  imidlertid  allerede  i  Bestyrelsesmedet  d.  23.  Nov. 
1877  Fribolig  som  fast  Emolument.  Universitetsprofessorernes 
Lanning  var  fastsat   ved  Lov   af  25.  Marts  1871,   hvorefter  deres 
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Gage  begyndte  med  3200  Kr.,  hvert  feinte  Aar  steg  med  600  Kr. 
og  efter  25  Aars  Tjenestetid  naaede  6000  Kr.  I  Lovens  sidste 
Paragraf  fandtes  dog  den  Bestemmelse,  at  Loven  skulde  revideres 
inden  Udlebet  af  Finansaaret  18^^/81.  I  Overensstemmelse  hermed 
forelagde  Regeringen  i  1879  et  Lovforslag  om  Universitetsprofes- 
sorernes  Lenninger,  og  herefter  vilde  de  blive  i  vaBsentlig  Grad 
forhejede.  Men  da  dette  Lovforslag  endnu  ikke  var  behandlet  af 
Folkethinget  i  Sessionen  18^V83,  saa  foreslog  Jacobsen  i  Skrivelse 
af  25.  Aug.  1883  til  Bestyrelsen,  at  der  fra  nu  af  skulde  tillaegges 
Laboratoriets  Forstandere  den  Gageforhojelse,  som  af  Regeringen 
var  foreslaaet  for  Universitetsprofessorerne.  Jacobsens  Forslag 
blev  vedtaget,  om  end  ikke  i  fuld  Udstraekning,  og  Lonnings- 
forbedringen,  som  traadte  i  Kraft  d.  1.  Okt.  1883,  kom  til  at  gaa 
ud  paa,  at  Forstanderne  fik  et  aarligt  Tillseg  af  1200  Kr.  for  de 
ferste  ti  Tjenesteaar,  og  for  de  nseste  fem  Tjenesteaar  et  aarligt 
Tillseg  af  800  Kr.  Da  Lov  af  12.  April  1892  om  Universitetets 
Lonningsforhold  udkom,  ordnedes  Forstandernes  Lonning  i  Over- 
ensstemmelse hermed.  Herefter  er  nu  Begyndelseslennen  3600  Kr., 
og  den  stiger  hvert  femte  Aar  med  600  Kr.,  dog  at  Lenningen 
ikke  kan  overstige  6000  Kr.  I  1888  fik  Kjeldahl  og  Hansen 
Tilsagn  om  Pension  som  Statens  Embedsmsend,  i  alt  Vaesentligt  i 
Overensstemmelse  med  Lov  af  5.  Jan.  1851.  Ved  det  nye  Labo- 
ratorium  er  der  indrettet  to  rummelige  Forstanderboliger,  hvor 
Forstanderne  have  fri  Bolig  med  Varme  og  Lys. 

Assistenterne  lonnedes  oprindelig  med  1200  Kr.  aarlig.  De 
fleste  have  havt  en  tildels  mebleret  Fribolig  for  en  Ugift  paa 
Gamle  Carlsberg.  Af  og  til  er  der  tilstaaet  en  Assistent,  som 
havde  fungeret  i  Isengere  Tid,  et  personligt  Lonningstillseg.  Fra 
1.  Okt.  1893  ere  Assistenternes  Lenninger  stigende.  De  ordinaere 
Assistenter  (een  i  hver  Afdeling)  lennes  i  de  to  farste  Tjenesteaar 
med  1500  Kr.  aarlig,  i  de  to  nseste  med  1700  Kr.  aarlig,  i  det  femte 
med  1900  Kr.  og  derefter  med  2000  Kr.  aarlig.  Extraordinaere 
Assistenter  lennes  i  de  to  ferste  Tjenesteaar  med  1200  Kr.  aarlig, 
i  det  tredie  med  1400  Kr.  og  derefter  med  1500  Kr.  aarlig.  De  to 
nuvserende  ordinsere  Assistenter,  som  begge  ere  gifte,  have  des- 
uden  havt  en  aarlig  Huslejegodtgjerelse  af  400  Kr.  og  fra  1.  Okt. 
1898  af  600  Kr.  Den  meblerede  Fribolig  for  en  Ugift  med  Varme 
og  Lys,  som  er  indrettet  for  dem  i  hver  af  Forstanderboligerne, 
benyttes  for  Tiden  af  2  extraordinaere  Assistenter.  Fra  1.  April 
d.  A.  ere  alle  Assistenters  Gage  forhejede  med  15  Procent. 

Fra  1881  har  hver  af  Afdelingerne  havt  sin  faste  Karl,  der 
for  Tiden  lennes  med  1100  Kr.  samt  Fribolig  med  Varme  og  Lys, 
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fra  1896  har  Laboratoriet  havt  en  Varmemester,  der  nu  lennes 
med  1400  Kr.  aarlig.  Alle  3  have  Adgang  til  Bryggeriets  Pen- 
sionskasser,  og  Laboratoriet  afholder  Udgifterne  derved. 


Laboratoriets  Virksomhed. 

Den  videnskabelige  Virksomhed,  Laboratoriet  har  udfoldet  i 
de  forlebne  25  Aar,  finder  hovedsagelig  og  klarest  sit  Udtryk  i  de 
Arbejder,  dets  Forstandere  og  Assistenter  have  ofFentliggjort  i 
Laboratoriets  Tidsskrift.  Dette  planlagdes  meget  tidligt.  I  Hen- 
hold  til  den  smukke  Bestemmelse  i  Statuterne:  »Intet  Resultat 
af  Institutets  Virksomh  ed,  som  har  Betydning  i  theore- 
tisk  eller  praktisk  Henseende,  maa  hemmeligholdes«, 
vedtog  Bestyrelsen  allerede  i  1877,  at  de  i  Laboratoriet  udforte 
Undersegelser  skulde  ofFentliggjeres  i  et  eget  Tidsskrift,  der  skulde 
baere  Navnet  »>Meddelelser  fra  Carlsberg  Laboratoriet « 
og  udkomine  i  tvangfri  Hefter.  Sproget  skulde  vsere  dansk,  men 
hvert  Hefte  tillige  indeholde  en  fransk  Resume.  Det  ferste  Hefte 
udkom  i  Juli  1878.  I  Begyndelsen  af  1901  udkom  5.  Binds 
1.  Hefte.  Fra  1.  Binds  4.  Hefte  er  Resumeen  ogsaa  uakommet 
som  saerskilt  Hefte.  Fra  og  med  5.  Binds  1.  Hefte  er  Resumeen 
bortfaldet,  men  Tidsskriftet  udkommer  baade  i  en  dansk  og  i  en 
ligelydende  fransk  Udgave.  Oplaget  var  indtil  1898  550  Exem- 
plarer  af  det  samlede  Hefte  og  100  Exemplarer  af  Resumeen,  nu 
er  det  750  Exemplarer  af  begge  Udgaver.  Skjondt  omtrent  250 
Exemplarer  uddeles  til  videnskabelige  og  tekniske  Institutioner  og 
til  Videnskabsmaend  og  Zymoteknikere  i  Ind-  og  Udland,  har  Af- 
ssetningen  dog  vaeret  saa  stor,  at  det  har  vaeret  nodvendigt  i  de 
sidste  Aar   at   lade    adskillige  af  de  aeldre  Hefter  optrykke  paany. 

Felgende  Oversigt  over  Indholdet  af  de  af  de  enkelte  For- 
standere og  Assistenter  i  Laboratoriet  udferte  Arbejder  vil  give  et 
Indtryk  af  den  betydelige  og  betydningsfulde  Virksomhed,  Labora- 
toriets Msend  have  udfoldet  i  dets  ferste  25  Aar. 
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OVERSIGT  OVER  ARBEJDER,  UDF0RTE  I  CARLSBERG 
LABORATORIETS  KEMISKE  AFDELING  1876—1901. 


JOHAN  KJELDAHL. 

Iste  Rcekke. 

Kemiske  Undersegelser  af  01  og  01urt. 

Herhen  herer  ferst  tre  samtidigt  publicerede  Arbejder  i  C.  L, 
Medd.  1,  1—39  (1878)  over 

I.     01urts   Drejningsevne   for   plans  at  Lys  og  dens 

Forandring  under  Gjaeringen. 
II.     Extraktbestemmelser. 
III.     Vinaandsbestemmelser. 

I  den  ferste  af  disse  Meddelelser  vises,  at  det  ikke  kan  vaere 
en  og  samme  Sukkerart,  der  under  hele  Gjaeringstiden  omdannes 
til  Alkohol  og  Kulsyre;  thi  de  StofFer,  som  gjsere  bort  i  Begyn- 
delsen,  have  en  Drejningsevne,  som  ligger  betydeligt  under  Mal- 
tosens,  medens  de,  som  forsvinde  i  Slutningen  af  Hovedgjseringen, 
omtrent  stemme  overens  med  denne  Sukkerart  i  Drejningsevne. 
Og  under  Eftergjaeringen  synes  det  isaer  at  vaere  endnu  stserkere 
drejende  StofFer,  der  bortgjseres.  —  Gjaeringsprocessen  i  Urt  viser 
sig  herved  ikke  at  vaere  nogen  ganske  simpel  Proces. 

I  den  anden  Meddelelse  gjares  der  Rede  for  en  systematisk 
Gjennemf0relseafforskjelligeExtrakt-Bestemmelses-Methoder,saerlig 
Ballings.  Det  viste  sig  lierved,  at  det  virkelige  Indhold  af  Rer- 
sukker  i  en  Oplosning  af  en  vis  Vaegtfylde  er  lidt  storre,  end  det 
angives  i  Ballings  Tabeller.  Ved  Extraktbestemmelse  i  01  og 
Urt  fandtes  Fejlen  dog  i  det  hele  meget  ringe,  saaledes  at  der 
ikke  saaes  Grund  til  for  den  Sags  Skyld  at  indfore  Rettelser  i 
disse  Tabeller  til  deres  Brug  i  Praxis.  I  mange  Tilfaelde  vil  dog 
den  direkte  Indterring  og  Vejning  af  Extraktmaengden  vaere  at 
foretraekke.    —   Da,    en   Raekke   Aar   senere,    Nordmanden   Riber 
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forbedrede  denne  direkte  Extrakt-Bestemmelses-Methode  og  dertil 
konstruerede  et  Vakuumsapparat,  har  Kjeldahl  forbedret  dette 
Apparat,  som  nu  under  Navn  af  det  Riber-Kjeldahl'ske  Vakuums- 
apparat benyttes  i  kemisk-fysiologiske  Laboratorier;  en  trykt  Med- 
delelse  herom  har  Kjeldahl  dog  ikke  givet. 

Det  tredie  af  ovennsevnte  Arbejder  indeholder  Bidrag  til  den 
empiriske  Kritik  af  de  Formler,  som  benyttes  til  Beregningen  af 
Alkoholmaengden  i  01  o.  lign.,  og  giver  en  Raekke  Analyser 
af  Alkohol-  og  Extrakt-Indhold  m.  m.  i  forskjellige  danske  og 
her  i  Landet  almindelig  benyttede  udenlandske  01sorter. 

IV.  Om  Cholin  som  Bestanddel  af  01.  C,  L.  Medd.  3, 
79 — 80  (1891).  Heri  paavises  Forekorast  af  Cholin  i  01  og  Urt, 
og  det  godtgjeres,  at  dette  Stof  ikke  blot  skriver  sig  fra  Humlen, 
hvori  andre  Forskere  havde  paavist  Cholin,  men  at  det  isaer 
maa  komme  fra  Maltet.  Cholinet  findes  dels  frit,  dels  i  bunden 
Tilstand,  vistnok  som  Lecithin,  i  Alt  i  en  Msengde,  der  svarer  til 
^/2  Procent  af  01extrakten,  saaledes  at  en  Liter  Lagerel  omtrent 
indeholder  samme  Maengde  Cholin  som  et  Henseaeg. 

2den  Rcekke, 

Studier  over  sukkerdannende  Fermenter. 

I.     Undersegelser  over  sukkerdannende  Fermenter. 

C.  L.  Medd.  1,  107—184  (1879). 
XL     Nogle    lagttagelser   over   Invertin.     C.  L.  Medd.  1, 

331-338  (1881). 
Navnlig  den  ferste  af  disse  Afhandlinger  har  havt  grund- 
laeggende  Betydning  for  Laeren  om  Fermenternes  Virkeraaade  og 
Betingelserne  for  deres  Virksomhed.  Denne  Afhandling,  der  ved- 
rerer  Diastase  (Amylase)  og  Ptyalin ,  behandler  neralig  folgende 
Spergsmaal,  som  hidtil  kun  i  meget  ringe  Grad  havde  vaeret  Gjen- 
stand  for  Undersegelse: 

Diastasem^ngdens  Indflydelse  paa  Sukkerdannelsen; 

Temperaturens  Indflydelse  paa  Sukkerdannelsen; 

Indflydelsen  af  Reaktionens  Varighed; 

Maaling  af  Fermentevne; 

Koncentrationens  Indflydelse  paa  Sukkerdannelsen  og 

Fremmede  Stofi'ers  Indflydelse. 

Ferst  de  allerseneste  Aars  Forskning  (Tamann,  Duclaux, 
Hill  0.  a.)  have  i  vaesentlig  Grad  udvidet  de  Synspunkter,  der 
vandtes  ved  disse  Arbejder,   som   fremdeles  danne  et  vigtigt  Fun- 
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dament  for  Studierne  paa  hele  dette  Omraade.  En  naermere 
Redegjerelse  for  Afhandlingernes  specielle  Indhold  vilde  her  fere 
for  vidt. 

3die  Bcekke. 
Forbedrede  Methoder  til  Elementaeranalyse. 

I.  En  ny  Methode  til  Kvselstofbestemmelse  i  orga- 
niske  St  offer.  C.  L.  Medcl.  2,  S.  1— 27  (1883).  Zeitschrift  fur 
analytische  Chemie  22,  S.  366 — 382. 

Denne  Methode,  hvis  Hovedprincip  er  Behandlingen  af  det 
paagjaeldende  Stof  med  koncentreret  Svovlsyre  under  Opvarmning, 
har  ganske  fortraengt  den  Will -Varrentrap'ske  Natronkalk-Me- 
thode,  som  den  langt  overgaaer  med  Hensyn  til  Udferelsens  Let- 
hed  og  i  mange  Tilfselde  ogsaa  med  Hensyn  til  Nejagtighed.  Den 
gjennemgribende  Betydning,  som  Kjeldahls  Methode  har  faaet, 
saerlig  for  fysiologiske  og  tekniske  Undersegelser,  anerkendes  fra 
alle  Sider;  ved  Asboths,  Jodlbauers,  Willfarths  og  Andres 
Forbedringer  har  Methoden  i  Aarenes  Leb  yderligere  vundet  i 
Anvendelighed.  Den  Forbedring  af  den  jodometriske  Syre-Titre- 
ring,  som  Kjeldahl  indforte  (C.  L.  Medd.  2,  S.  323—329  [1888])  og 
det  af  ham  konstruerede  Destillerapparat  (smst.  S.  330 — 331)  have 
fundet  Anvendelse  paa  mange  Laboratorier,  men  dog  langtfra  overalt. 

II.  Ogsaa  paa  Kulstofsbestemmelsens  Omraade  har  Kjeldahl 
arbejdet;  han  foreslaaer,  som  i  sin  Tid  Brunner,  og  senere  Mes- 
singer,  Anvendelse  af  Kaliumdichromat  og  Svovlsyre,  samt  Be- 
nyttelse  af  Kvaegselvtveilte,  anbragt  i  et  ophedet  Glasrer,  som 
Middel  til  Iltningens  Fuldstaendiggjerelse.  Disse  Kjeldahl'ske 
Modifikationer  af  Kulstofbestemmelsen  byde  visse  Fordele,  men 
have  dog  ikke  fundet  almindelig  Anvendelse  (C.  L.  Medd.  3,  S.  110 
—121  [1891]). 


4de  Bcekke. 

Studier  over  Jlggehvidestoffer  og  deres  Omdannelse. 

Allerede  i  1880  paabegyndte  Kjeldahl  slige  Studier;  just 
derved  fremkom  der  Trang  til  en  let  udforlig  Kvaelstofbestem- 
melsesmethode.  Ved  Undersegelser  over  Byggets  Spiring,  Msesk- 
ningsprocessen  og  Gjseringen  blev  der  paavist  eller  dog  sandsyn- 
liggjort  proteolytiske  Fermenters  Medvirkning  ved  Stofomdannelserne 
under  disse  Processer.  Disse  Studier  blev  dog  ikke  afsluttede, 
men  have  dannet  et  af  Udgangspunkterne  for  de  senere  paa  La- 
boratoriet   udferte  Undersegelser   over  Peptase  o.  1.   (sml.  nedenfor 
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S.  32:  Weis).  —  Plante -^ggehvidestoffernes  optiske  Drejnings- 
evne  og  Opleselighedsforhold,  sserligt  i  Vinaand  af  forskjellig 
Styrke  var  endvidere  Gjenstand  for  Kjeldahls  Unders^gelser  i 
en  Raekke  Aar.  I  de  naevnte  fysisk-kemiske  Forhold  fandtes 
flere  gode  Holdepunkter  for  Karakteriseringen  af  de  for  de  enkelte 
Kornsorter  ejendommelige  JEggehvidestoffer,  og,  ganske  modsat 
Ritthausens  Angivelser,  der  synes  at  bero  paa  Senderdelings- 
processer  under  Analyserne,  finder  Kjeldahl,  at  Hovedmaengden  af 
de  forskjellige,  nsermere  provede  Kornsorters  Protein stoffer  er  et 
for  hver  Art  saerligt,  enkelt  ^ggehvidestof.  Om  disse  Forhold 
har  Kjeldahl  kun  givet  en  forelobig  Meddelelse  paa  det  skandi- 
naviske  Naturforskermode  i  Kjobenhavn  1892  (aftrykt  i  C.  L.  Medd. 
5,  xii — xv).  1  sine  sidste  Aar  har  Kjeldahl  levende  interesseret 
sig  for  Hexonbasernes  Forhold  til  ^ggehvidestofferne,  men  ikke 
efterladt  sig  anvendelige  Optegnelser. 

5te  Rcekke. 

Studier  over  Kulhydraternes  Forekomst  og  deres 
kyantitative  Bestemmelse. 

Med  Hensyn  til  det  sidste  af  disse  Momenter,  indeholder  den 
ene  af  Afhandlingerne  om  sukkerdannende  Fermenter  {€.  L.  Medd. 
1,  116  IF.  [1879])  Redegjorelse  for  nogle  Forbedringer  af  Sukker- 
Bestemmelses-Methoden  med  Fehlings  Vasdske.  Sserlig  skildres 
en  meget  praktisk  ^ndring  af  Reischauers  Modifikation  af 
Sukkertitreringen.  Senere  opgaves  dog  Titreringen  som  ikke  til- 
strsekkelig  exakt,  og  ved  at  anvende  Vaegtbestemmelser  af  det  ved 
Reduktionen  vundne  Kobberforilte,  resp.  Kobber,  opdagedes  en 
hidtil  ganske  overset  Fejlkilde  ved  Kobbervaedske-Methoderne, 
nemlig  lltens  lettere  eller  vanskeligere  Adgang  til  Vaedsken  under 
Reduktionsprocessen  (Undersegelser  over  Sukkerarternes 
Forhold  mod  alkaliske  Kobberoplesninger,  C.  L.  Medd. 
4,  1 — Q2  [1895]).  Denne  Opdagelse  medforte  den  meget  vsesent- 
lige  ^ndring  af  Methoden,  at  Opvarmningen  af  Sukkeroplosningen 
med  Kobbervaedsken  udfores  i  en  Brintstrom.  Kun  derved  opnaaes 
konstante  Resultater,  medens  disse  ellers  vare  forskjellige  ved 
Benyttelsen  af  i  forskjellig  Grad  aabne  Kogekar.  Den  nye  Me- 
thode  nodvendiggjorde  Udarbejdelsen  af  nye  Tabeller  over  For- 
holdet  mellem  udskilt  Kobberforilte  og  Sukkermaengde.  For  rene 
Sukkerarter,  behandlede  hver  for  sig,  findes  slige  Tabeller  i  den 
naevnte  Afhandling.  (Om  Sukkerblandinger  se  nedenfor  S.  32: 
Jessen-Hansen).     Ogsaa  til  Forstaaelsen  af  selve  Reaktionen  i 
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Kobbervaedsken  har  Kjeldahl  givet  Bidrag;  i  den  naevnte  Af- 
handling  paavises  Dannelsen  af  en  betydelig  Msengde  Mesoxalsyre 
ved  Behandling  af  Glykose  med  Soldainis  Vaedske. 

Studiet  af  sukkerdannende  Fermenter  ferte  ogsaa  Kjeldahl 
ind  paa  Undersegelser  af  Kulhydraternes  Forekomst  og  Omdannelser 
i  Planterne.  Undersegelser  over  Kulhydrater  i  Byg  og 
Malt,  med  saerligt  Hensyn  til  Forekomsten  af  Rer- 
sukker  (C.  L.  Medd.  1,  339—379  [1881J)  er  en  Frugt  heraf.  Heri 
paavises  et  nyt  Polysaccharid  i  Byg,  nemlig  det  omtrent  samtidigt 
i  ren  Tilstand  af  0' Sullivan  fremstillede  Amylan,  samt  det 
vigtige  Forhold,  at  Rorsukker  dannes  i  betydelig  Msengde  under 
Byggets  Spiring,  og  at  Rersukkeret  inverteres.  Netop  denne  In- 
version kan,  livis  ikke  saerlige  Forsigtighedsregler  tages,  ganske 
skjule  Rersukkerets  Tilstedevaerelse;  Udredelsen  af  disse  For- 
hold har  haft  betydelig  Interesse  for  den  plantefysiologiske  Forsk- 
ning;  den  af  Kjeldahl  anbefalede  Behandling  af  levende  Plante- 
dele,  der  skulle  analyseres,  nemlig  Knusning  med  Baryumkarbonat 
under  Tilsaetning  af  stserk  Alkohol  og  paafelgende  Ophedning,  be- 
tegner  et  betydeligt  Fremskridt  i  methodisk  Henseende.  I  den 
paagjseldende  ilfhandling  gjeres  der  endvidere  Rede  for  Forseg  til 
en  samtidig  Bestemmelse  af  forskjellige  Sukkerarter. 


W.  JOHANNSEN 


har,  dels  under  sin  Anssettelse  som  Assistent  (1881 — 1887),  dels 
senere  lejlighedsvis  som  Gjsest  (1890 — 94)  arbejdet  i  Laboratoriets 
kemiske  Afdeling.  Felgende  Arbejder  ere  udferte  eller  paabe- 
gyndte  her.  fl 

I.  Om  Frohviden  og  dens  Udvikling  hos  Byg.  Med 
3  Tavler.     C.  L,  Medd.  2,  103—133  (1884). 

I  denne  Af  handling  folges  Frohvidens  Udvikling;  og  den 
modne  Frehvides  Bygning,  sserligt  de  saakaldte  Fermentcellers 
finere  BeskafFenhed,  behandles  naermere.  Endvidere  gjeres  der 
Rede  for  den  umiddelbare  Aarsag  til  Glassethed  og  Melethed  hos 
Byg  og  Hvede;  ved  Hjselp  af  en  ny  saerlig  Skjaeremethode  paavises 
nemlig  tidligere  Forskeres  Fejltagelser  med  Hensyn  til  Forekomst 
og  Fordeling  af  Luft  i  Frehviden.  Kun  i  raelede  Frehvideceller 
findes  der  Luft,  som  ligger  i  det  indtorrede  Cytoplasma. 
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II.  Om  Varmens  Indflydelse  paa  nogle  Kimplanters 
Kulsyre-Udvikling  og  Sukkerdannelse.  OfFentliggjort,  i 
Sammenhseng  med  i  Tubingen  udferte  Undersegelser  over  heje  Ilt- 
tryks  Indflydelse,  i:  Untersuchungen  aus  dem  hot.  Inst.  Tubingen^ 
1,  708-713  (1885). 

Ved  disse  Forseg  viste  det  sig,  at  heje,  dog  endnu  ikke 
draebende  Teraperaturer  som  Eftervirkning  medferte  en  betydelig 
Nedgang  i  Aandedraettets  Livlighed,  endskjendt  Sukkermaengden 
blev  kjendelig  foreget  ved  Varmens  Indflydelse.  Den  oftere  hsev- 
dede  Parallelisme  mellem  Sukkerrigdom  og  Aandedraet  er  altsaa 
ikke  tilstede. 

III.  Bemaerkninger  om  melet  og  glasset  Byg.  Lgeskrift 
f.  Landmcend ,  1887,  2,  S.  207  og  Die  landw.  Versuchs-Stationen, 
36,  19—23  (1888). 

I  disse  forelebige  Meddelelser  paavises  ved  tabellariske  Sam- 
menstillinger  af  egne  Analyser,  at  Byggets  procentiske  Kvselstof- 
Indhold  har  overvejende  Betydning  for  Kornets  Evne  til  i  moden 
Tilstand  —  under  passende  Fugtighedsforhold,  f.  Ex.  kortvarig 
Udblodning  —  at  blive  omelet" ;  jo  fattigere  paa  Kvaelstof  Bygget 
er,  desto  mere  melet  kan  det  blive.  Der  peges  tillige  paa  den 
forstyrrende  Indflydelse,  som  Bygprovernes  sterre  eller  niindre 
Uensartethed  kan  have  paa  disse  Forhold. 

IV.  Om  Amygdalinets  og  Emulsinets  Plads  i  Hand- 
le rne.  Botanisk  Tidsskrift,  16,  222 — 229  (1888)  og  Annates  des 
sciences  nat  Bot.  7«  serie,  6,  118—126  (1888). 

Heri  paavises  det,  at  Emulsinet  og  Amygdalinet  ere  lokali- 
serede  i  forskjellige  Vaev,  hvad  der  er  Grunden  til,  at  de  ikke 
paavirke  hinanden  i  det  levende  Fro.  Emulsinet  tindes  i  eller 
ved  Karstraengene  og  i  Kimens  Axeorganer;  Amygdalinet,  hos 
bittre  Handler,  i  Kimbladenes  Parenchymceller.  Gui guard  har 
senere  ved  mikrokemiske  Methoder  bekraeftet  og  nejere  praeciseret 
disse  Resultater,  hvad  de  histologiske  Detailler  angaaer. 

V.  Om  Gluten  og  dets  Plads  i  Hvedekornet.  C.  L. 
Medd.  2,  332—356  (1888). 

I  denne  Afhandling  paavises,  at  Bischoff  &  Weyls  Anta- 
gelse,  at  Gluten  ferst  dannes  ved  Indvirkning  af  et  saerligt  Ferment, 
er  ubegrundet;  alle  Egenskaber  ved  Melet,  der  kunde  betragtes 
som  Stette  for  denne  Antagelse,  gjenlindes  nemlig  hos  Mel,  frem- 
stillet  ved  at  aelte  frisk  Gluten  med  Stivelse  og  derpaa  terre  og 
pulverisere  Massen.     Endvidere   paavises   det,    at  Fermentcellerne 

29 


(de  fejlagtig  saakaldte  "Glutenceller")  ikke  er  Saedet  for  Glutenet, 
som  derimod  findes  mellem  Stivelsekornene. 

VL  Om  Aandedraettets  formentlige  Fortssettelse 
efter  Deden.    Botanische  Zeiiung,  45.  Jahrg.  S.  762— 763  (1887). 

Stettet  til  en  Rsekke  Undersegelser,  udferte  paa  Carlsberg 
Laboratoriet  i  1886  og  1887  tilbageviser  Forf.  Reinkes  Antagelse 
af  et  postmortalt  Aandedrset.  Forholdet  er  dette:  Ved  Deden 
standser  Aandedraettet  belt;  men  lidt  efter  lidt  sker  en  stedse 
livligere  Kulsyre-Udskilning,  som  viser  et  andet  Forhold  overfor 
Iltmangel  end  den  levende  Plantes,  og  som  dels  kan  skyldes  Mikro- 
organismer,  dels  Sammenblanding  af  Stoflfer,  der  i  den  levende 
Plante  holdes  adskilte. 

VIl.  Om  Variabiliteten  med  saerligt  Hensyn  til  For- 
holdet mellem  Kornvaegt  og  Kvselstof-Procent  bos  Byg. 
C.  L.  MedcL  4,  228—313  (1898). 

De  paagjaeldende  Undersegelser  paabegyndtes  paa  Carlsberg 
Laboratorium  1893  og  fortsattes  fra  1895  paa  Landbohejskolens 
plantefysiologiske  Laboratorium.  Afhandlingen  giver,  foruden  en 
Redegjerelse  for  Hovedpunkterne  af  Lseren  om  Korrelation  og  kor- 
relativ  Variabilitet,  en  Oversigt  over  5  Aars  Forsegs-Afgroder  af 
Goldthorpe-Byg,  med  Hensyn  til  Ax-Laengde,  Axenes  Korn-Antal, 
Kornvsegt  og  Kvselstof-Procenten  bos  Korn  af  en  Raekke  forskjel- 
lige  Ax.  Sserlig  belyses  Forholdet  mellem  Kornvaegt  og  Kvaelstof- 
Procent  med  det  Formaal  at  give  en  kritisk  Vurdering  af  den 
saerlig  afSchindler  ogProskowetz  fremsatte  Lsere  om  »Uforene- 
lighed  af  vagrdifulde  Egenskaber«.  Afhandlingens  Hovedresultater 
ere:  1)  Der  findes  en  uventet  stor  individuel  Variation  med  Hensyn 
til  Kvselstof-Procenten  bos  Korn  af  modne,  fuldt  udviklede  Ax. 
2)  Bygkornenes  Kvaelstof-Procent  i  forskjellige  Ax  af  samme 
Plante  vise  gjennemgaaende  ret  stor  Overensstemmelse,  dog  sees 
ikke  sjelden  ret  stor  Variation.  3)  I  Forholdet  mellem  Kornvaegt 
og  Kvaelstof-Procent  findes  ingen  fast  Lovmsessighed,  hvad  det 
enkelte  Individ  angaaer.  I  Gjennemsnit  ville  de  store  Korn  vaere 
de  kvaelstofrigeste.  4)  Ved  et  gjennem  tre  Generationer  foretaget 
Udvalg  af  storkornede  Ax  med  lav  Kvaelstof-Procent  er  der  i 
4de  Generation  vundet  et  "Undtagelses-Afkom",  der  viser  en  For- 
skydning  med  Hensyn  til  den  nys  naevnte  Gjennemsnitsregel. 
5)  Schindler  &  Proskowetz'  Opfattelse  af  Korrelationernes  Be- 
tydning  maa  modificeres  vaesentligt.  — 

Det  fortjener  fremdeles  at  bemaerkes,  at  de  allerfleste  af  de 
Byg-Analyser,   som   findes  sammenstillede  i  det  kgl.  Landhushold- 

30 


ningsselskabs  Maltbyg-Udvalgs  Redegjerelse  (Jidsskr.  for  Land- 
ekonomi  5.  Raekke  12,  513—579  [1893])  ere  udforte  paa  Carlsberg 
Laboratoriet,  dels  og  isaer  af  W.  Jo h an n sen,  dels  af  R.  Koefoed. 


R.  KOEFOED. 


Nogle  lagttagelser  over  Cholin  og  dets  Homologe. 
C  L.  Medd.  3,  88—109  (1891). 

Forsegene  foretoges  vaesentligt  med  analytiske  Formaal  for 
0je.  Adskilligt  tyder  nemlig  paa,  at  der  i  Naturen  sammen  med 
det  saa  almindeligt  forekommende  Cholin  findes  analoge  —  muligt 
homologe  —  Forbindelser,  til  hvis  Paavisning  og  Individualisering 
der  dog  mangier  Methoder. 

Undersegelserne  omfatte  forskjellige  Reagensers  Forhold 
overfor  Cholin  (fremstillet  enten  af  naturligt  forekommende  cholin- 
holdige  Stoffer  eller  ad  synthetisk  Vej)  og  nogle  naerstaaende  For- 
bindelser, nemlig  ^thyltrimethylammonimnhydrat,  Isopropyltrime- 
thylammoniumhydrat  og  dets  Oxybase  —  disse  tre  sidste  frem- 
stilledes  synthetisk. 

Afhandlingen,  der  har  en  noget  fragmentarisk  Karakter,  fordi 
Arbejdet  pludseligt  maatte  afbrydes,  indeholder  —  ved  Siden  af 
en  Redegjorelse  for  Fremstillingsmethoderne  —  Beskrivelse  af  en 
Del  Forbindelser  af  de  nsevnte  fire  Baser,  nemlig  Dobbeltsalte  med 
Platinchlorid,  Guldchlorid,  Kvaegselvchlorid,  Kvaegselvjodid  samt 
Polyjodider,  desuden  Dobbeltsalte  af  Cholin  med  Cadmiumchlorid, 
Zinkchlorid,  Platinbromid  og  Guldbromid. 


H.  JESSEN-HANSEN. 


I.  Studier  over  de  i  Rug,  Byg  og  Hvede  paa  for- 
skjellige Udviklingstrin  forekommende  Kulhydrater. 
C,L.  Medd.  4,  145-192  (1896). 

Udviklingen  af  de  naevnte  Kornsorters  Frugter  felges  med 
Hensyn  til  Art  og  Maengde  af  de  optraedende  Kulhydrater.  Af 
Kulhydrater,  opleselige  i  fortyndet  Vinaand,  fandtes,  foruden  In- 
vert- og  Rersukker  samt  det  af  E.  Schulze  fundne  Secalose, 
det  —  allerede  af  Tan  ret  paaviste  —  Stof,  hvis  vsesentlige 
Kjendetegn  er,  at  det  i  Vand  fseldes  af  Baryt  og  ved  Syre-Inver- 
sion  kun  giver  Fructose.  Desuden  godtgjeres  Tilstedevaerelsen  af 
et    eller   flere  ukjendte  Stoffer,   hvis  Isolering  ikke  lykkedes.     Det 
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samlede  procentiske  Indhold  af  i  Vinaand  opleselige  Kulhydrater 
aftager  jaevnt  fra  ca.  30  a  40  Procent  af  Terstofifet  under  det 
ferste  undersegte  Udviklingstrin  til  ca.  2  a  4  Procent  henimod 
Modningens  Afslutning.  Den  absolute  Maengde  er  derimod  langt 
mindre  foranderlig.  —  Ved  Stivelsebestemmelser  viste  Bygget  et 
afvigende  Forhold,  idet  Stivelsemaengden  aftog  procentisk  i  den 
sidste  Udviklingsfase;  absolut  set  tiltog  dog  Stivelsemaengden  og- 
saa  hos  Byg,  ganske  som  hos  de  andre  Kornsorter.  Maengden  af 
Pentosaner  fandtes  procentvis  temmelig  konstant. 

11.  Om  Bestemmelsen  af  Invertsukker  ved  Siden  af 
Rersukker.     C.  L.  Medd.  4,  314—326  (1899). 

Den  paagjaeldende  Undersegelse  er  en  Fortsaettelse  af  Kjel- 
dahls  Arbejde  over  Sukkerarternes  Forhold  mod  Kobberoplos- 
ninger  (sml.  ovenfor  S.  27).  Arbejdsmaaden  tilpasses  saaledes, 
at  Methoden  bliver  brugelig  i  det  i  Titlen  angivne  0jemed.  Af- 
handlingen  slutter  med  en  Tabel,  der  viser  hvor  meget  Invert- 
sukker der,  under  nsermere  angivne  Forhold,  svarer  til  en  funden 
Msengde  Kobber. 


FR.  WEIS. 


Undersegelser  overPeptase.  Zeitschrift  fur  physiologische 
Chemie  31,  79—97  (1900). 

Heri  konstateres,  i  Tilslutning  til  Kjeldahls  aeldre  Erfaringer, 
Forekomst  af  Peptase  i  Gronmalt  og  Kellemalt.  Dette  Ferments 
Virkninger  forfolges,  dels  ved  at  lade  vandige  Udtraek  virke  paa 
Hvedeglutin,  dels  ved  Maeskningsforseg,  og  Fermentvirkningens  Af- 
haengighed  af  Temperaturen ,  Tiden,  Syrer,  Koncentrationen  og 
andre  Forhold  proves  naermere,  ligesom  ogsaa  Spiringsstadiets 
Indflydelse.  Det  paavises  endvidere,  at  Peptasen  virker  kraftigt 
under  Brygningsprocessen,  hvorved  den  i  hej  Grad  bliver  bestem- 
mende  for  Urtens  (resp.  011ets)  Indhold  af  kvaelstofholdige  Stoffer. 
Endelig   paavises   der  Forekomst   af  et  wLebefermentw  i  Gronmalt. 
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OVERSIGT  OVER  ARBEJDER,   UFF0RTE  I  GARLSBERG 
LABORATORIETS  FYSIOLOGISKE  AFDELING  1876—1901. 


RASMUS  PEDERSEN. 

I.  Undersegelser  over  de  Faktorer,  der  have  Ind- 
flydelse  paa  Formeringen  af  Undergjgersformen  af  Sac- 
charomyces  cerevisise.     C.  L.  Medd.   1,  40 — 71  (1878). 

Efter  en  historisk  Indledning  omtales  ferst  Varmens  Indflydelse 
paa  Gjsercellernes  Formering.  De  forskjelli-ge  Methoder  til  Be- 
stemmelse  af  Gjsermsengden  dreftes.  En  Tselningsmethode  som  den 
af  Medicinerne  til  Bestemmelse  af  Blodlegemernes  Antal  anvendte, 
viser  sig  at  vsere  den  nejagtigste,  hvorfor  den  benyttes.  Methodens 
Fejlgrsendser  bestemmes.  Til  Tilvejebringelse  af  konstante  Tera- 
peraturer  benyttes  Pan  urns  Thermostat,  som  afbildes  og  beskrives. 
Forsegene  foretages  med  almindelig  Bryggeri-Undergjser,  der  er 
renset  ved  Slemning,  og  til  Naeringsvaedske  benyttes  ikke  humlet 
Urt.  Hovedresultatet  opsummeres  saaledes:  oTemperaturen  har 
vel  Indflydelse  paa  den  Hastighed,  hvormed  Gjaercellerne  formere 
sig,  men  den  har  ingen  Indflydelse  paa  det  Antal  Gjaerceller,  der 
i  det  Hele  taget  dannes  i  en  Naeringsvaedske  af  den  givne  Be- 
skafl"enhed.« 

Der  meddeles  dernaest  et  Par  forelebige  Forseg  over  den  Ind- 
flydelse, Nseringsvaedskens  Koncentration  udever  paa  Gjaercellernes 
Formering. 

11.  Forseg  over  den  Indflydelse,  som  Indledning  af 
a'tmosfaerisk  Luft  i  gjaerende  Urt  under  Gjaeringen  ud- 
ever.    C.L.Medd.   1,  72-86  (1878). 

Ferst  meddeles  Resultatet  af  tidligere  Forskeres  Under- 
segelser, derpaa  Forf.'s  egne  Forseg.  Hovedresultatet  af  disse 
blev:  Naar  Urten  luftes  under  Gjaeringen,  1)  avles  der  en  sterre 
Maengde   Gjaer,    og   Gjaeringen   bliver  hurtigere    og  fuldstaendigere, 
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2)  er  den  Maengde  Terstof,  som  en  Vaegtdel  Gjaer  har  omdannet 
til  flygtige  Stoffer,  mindre^  end  naar  Urten  ikke  luftes  under 
Gjaeringen. 

III.  Undersegelser  over  Varmegradens  Indflydelse 
paa  Udskilningen  af  Kulsyre  hos  Byg-Kimplanter  i 
Merke.    (Forelebig  Meddelelse.)    C.LMedd.l,  86—105  (1878). 

Efter  en  Oversigt  over  tidligere  Undersegelser  beskrives  bl.  a. 
det  ved  de  naervaerende  Forseg  anvendte  Respirationsapparat. 
Resnltatet  af  Forf.'s  Undersegelser  blev,  »at  Kulsyreudskilningens 
Temperatur-Maximum  og  Temperatur-Optimum,  hvis  et  saadant 
existerer,  hos  Byg-Kimplanter  ikke  ligger  lavere  end  33,5  ^  og  at 
den  laveste  Temperatur,  ved  hvilken  Byg-Kimplanter  kunne  ud- 
skille  Kulsyre,  ligger  under  0^.« 


EMIL  GHR.  HANSEN. 

Iste  Ecekke. 

Organismer  i  01  og  Olurt. 

Bidrag  til  Kundskab  om,  hvilke  Organismer  der 
kunne  forekomme  og  leve  i  01  og  01urt.  C.  L.  Medd.  1, 
209—274  (1879). 

Heri  omhandles  saerlig  Undersegelser  over  hindedannende  Arter, 
Oidium  lactis,  rodfarvede  Gjaersvampe  og  gjeersvarapelignende 
Celler,  og  der  gives  en  Beskrivelse  af  de  i  de  naevnte  Naerings- 
substrater  iagttagne  Organismer  med  morfologiske  Undersegelser. 
Nye  Arter  opstilles. 

Endvidere  meddeles  experimental -fysiologiske  Forseg,  nemlig 
over  Horvaths  Hypothese  og  over  den  Indflydelse,  som  Indledning 
af  atmosfserisk  Luft  i  gjserende  Urt  under  Gjaeringen  udever.  De 
to  felgende  Raekker  om  Eddikesyrebakterier  og  om  Luftens  Mikro- 
organismer  tage  deres  Udspring  umiddelbart  fra  den  naervaerende, 
og  til  4de  og  5te  Raekke  findes  flere  Forstudier  deri. 

2den  Rcekhe. 
Eddikesyrebakterier. 

I.  Mycoderma  aceti  (Kiitz.)  Pasteur  og  Mycoderma 
Pasteurianum  nov.  sp.     C.  L.  Medd.  1,  275—281  (1879). 

Det  paavises,  at  det  ikke  er  een,  men  flere  Arter  af  Bak- 
terier,    som    fremkalde   Eddikesyregjaeringen.     En   vigtig   Karakter 
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findes  i  Reaktionen  overfor  Jodoplesninger  (blaa  Farvning).  Der 
leveres  experimentelle  Beviser  for,  at  samme  Art  kan  optraede 
med  en  hel  Rgekke  meget  forskjellige  Former. 

II.  Undersegelser  over  Eddikesyrebakterier  (2den 
Afhandling).     C.  L.  Medd.  3,  265—327  (1894). 

Heri  paavises,  at  de  korte  Celler,  som  danue  de  hos  disse 
Arter  saa  karakteristiske  Kjseder,  holdes  sammen  af  en  Slimind- 
hylning.  Om  denne  vises  blandt  andet,  at  det  er  den,  der  giver 
den  blaa  Reaktion  med  visse  Jodoplesninger,  hvorved  den  af 
Hansen  opstillede  Gruppe  af  nye  Arter  udmaerker  sig. 
Der  gjeres  derpaa  Rede  for  de  Betingelser,  som  fremkalde  den 
bererte  Formomdannelse,  saerlig  paavises  det,  hvorledes  Tempe- 
raturen  optrseder  som  formdannende  Faktor.  Ved  Tera- 
peraturer  omkring  Optimum  traeder  Kjsedeformen  med  sine  korte 
Led  frem  i  sin  kraftige  Udvikling  og  typiske  Skikkelse;  naer 
Maximum  udvikles  derimod  meget  lange  Traade.  Overferes  disse 
Traade  ved  Optimum,  dele  de  sig  i  korte  Led,  saa  man  atter  vender 
tilbage  til  Kjaedeformen.  Disse  Udviklingsfaenomener  fandtes  i 
Hovedtraekkene  hos  alle  Arter,  der  blev  prevede;  der  gjer  sig 
altsaa  her  en  Lovmaessighed  gjaeldende.  I  samme  Afhand- 
ling behandles  Eddikebakteriernes  Forhold  i  Olfabrikationen, 
Arternes  Systematik  og  Variationsfaenomener  i  forskjel- 
lig  Retning;  Livsgraendsen  under  forskjellige  Forhold  be- 
stemmes,  og  der  angives  Methoder  til  Opbevaring  af  Ar- 
ter ne  i  levende  Tilstand  i  lang  Tid. 

III.  Undersegelser  over  Eddikesyrebakterier  (3die 
Afhandling).     C.  L.  Medd.  5,  36-43  (1900). 

Heri  findes  nye  Undersegelser  over  Variationsfaenomenerne, 
Livsgraendsen  og  en  ny  Methode  til  Opbevaring. 

3die  Rcekke. 
Luftens  Mikroorganismer. 

Undersegelser  over  de  Organismer,  der  til  forskjel- 
lige Tider  af  Aaret  findes  i  Luften  i  og  omkring  Carls- 
berg,  og  som  kunne  udvikle  sig  i  01urt.  C.  L.  Medd.  1, 
185—209  (1879)  og  381—454  (1882). 

Der  gives  Oplysning  om  Arterne,  om  deres  Opfostrings- 
steder  og  den  Forskjel,  der  er  i  deres  Optraden  efter 
Aarets  Tider   saavel   inde  i  Bryggeri-Lokalerne  som  i  det  Frie. 

Den  sidste  af  disse  Afhandlinger  har  en  saerlig  Betydning 
derved,    at    der    i    den    blev    meddelt    en    exakt    Methode    til 
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Fremstilling  af  en  ren  Massekultur  af  Gjser,  som  den 
fysiologiske  Undersegelse  krsever  det;  ligeledes  for  ferste 
Gang  en  Experimentalunder segelse  over  Sygdomme  i 
01,  fremkaldte  ved  Indvirkning  af  vild  Gjasr,  og  paa  Grundlag 
heraf  enny  Methode  til  Analyse  afBryggerigjaer.  Disse 
Undersegelser  blev  udferte  i  Lebet  af  Aarene  1880  og  1881,  og 
derved  blev  de  nye  Baner  aabnede  for  de  i  de  falgende  Rsekker 
omtalte  Undersegelser  og  Opdagelser. 

4de  Rcekke. 

Undersegelser  over  Alkoholgjaersvampenes  Fysiologi 

og  Morfologi. 

I.  Om  Saccharomyces  apiculatus  og  dens  Kredsleb 
i  den  frie  Natur.     C.  L.  Medd.  1,  293—327  (1881). 

Det  lykkedes  her  for  ferste  Gang  at  forfelge  Spergsmaalet 
om  en  Mikroorganismes  normale  Opfostrings-  og  Overvintringssted 
og  om  dens  Kredslob  i  den  frie  Natur.  Forsogene  viste  forovrigt, 
at  dette  ikke  behover  at  fuldendes  i  Lebet  af  1  Aar,  Cellerne 
kunne  nemlig  bevare  deres  Liv  i  over  3  Aar  i  Jorden. 

I  morfologisk  Henseende  blev  det  paavist,  at  denne  Art  af- 
snerer  to  Slags  Knopper,  og  Reglen  for  disses  indbyrdes  Forhold 
og  Udvikling  blev  angivet. 

Den  fysiologiske  Undersegelse  fik  en  mere  almen  Betydning 
derved,  at  man  derigjennem  fik  0je  for,  at  Gjserarterne  forholde 
sig  forskjellig  overfor  Sukkerarterne.  Sacch.  apiculatus  viste  sig 
saaledes  hverken  at  forgjaere  Saccharose  eller  Maltose. 

Det  er  fremdeles  den  eneste  Mikroorganisme,  hvis  Kredsleb  i 
Naturen  er  oplyst.  Paa  Grund  af  Artens  karakteristiske  Form 
lod  Undersegelsen  sig  udfere  med  Sikkerhed  og  med  forholdsvis 
ringe  Meje.  Ogsaa  i  anden  Henseende  var  det  et  lykkeligt  Greb, 
der  blev  gjort  ved  Forsegene  med  denne  Gjaerart;  thi  herved  ka- 
stedes  der  tillige  Lys  paa  de  evrige  Alkoholgjaersvampes  og  Exo- 
asceernes  Kredsleb.  I  forelebige  Meddelelser  gav  Hansen  selv 
Oplysninger  i  den  Retning  (navnlig  i  Ann.  des  sciences  naturelles 
1890),  og  Undersegelserne  blev  fortsatte  af  bans  Efterfelgere. 

XL  Om  Askosporedannelsen  hos  Slaegten  Saccha- 
romyces.    C.L.  Medd.  2,  29—86  (1883). 

1  denne  Af  handling  skete  Gjennembruddet  belt,  og  Grund- 
linierne  for  den  senere  biologiske  Forskning  over  Saccharomy- 
ceterne  blev  dragne. 
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Den  af  Hansen,  som  ovenfor  berert,  i  1881  fundne  nye 
Rendyrkningsmethode  bliver  i  nservaerende  Afhandling  nsermere 
beskrevet.  Dei  er  en  Fortyndingsmethode,  beroende  paa  den  lagt- 
tagelse,  at  man  ved  at  udryste  et  vist  Antal  Gjserceller  i 
en  Kolbe  med  Naeringsvaedske  vil  faa  et  tilsvarende 
Antal  Gjaerpletter  paa  Kolbens  Bund.  De  Kolber,  i  hvilke 
kun  een  Gjserplet  udvikler  sig,  indeholde  Renkulturer. 

Denne  Methode  satte  ham  i  Stand  til  at  adskille  de  sikre 
Enheder,  og  hermed  var  Banen  aabnet  for  den  experimentale 
Forskning  over  Saccharomyceterne.  Hidtil  havde  man  foretaget 
Undersegelserne  med  ukjendte  Blandinger.  De  paa  den  Tid  op- 
stillede  Arter  viste  sig  at  vsere  uholdbare;  de  bleve  klevede  i 
flere,  og  Karakterer  ud fundne  efter  nye  Synspunkter, 
saerlig  den  forskjellige  Maade,  hvorpaa  Vegetationerne  reagere 
overfor  ydre  Faktorer;  herved  blev  Undersegelsen  af  Arterne  til- 
lige  Bidrag  til  Gjaersvampenes  almindelige  Biologi.  I  denne  Af- 
handling gives  navnlig  Oplysninger  om  Sporedannelsens  og 
Knopskydningens  Forhold  til  Temperaturen  (Temperatur- 
Kurverne  for  Sporedannelsen  hos  6  Arter  bestemmes),  om  de 
vigtigste  Betingelser  for  Sporedannelsen  og  om  den  til 
Sporedyrkningen  herende  Teknik. 

III.  Om  Pasteurs  Torula.     C.  L.  Medd.  2,  87—92  (1883). 
Da   Unders0gelserne   i   naervaerende   Raekke    efter  Planen    ikke 

blot  skulde  omfatte  Saccharomyceter,  men  Alkoholgjaersvampe 
i  videste  Forstand,  inddrages  nu  efterhaanden  et  stort  Antal 
Arter,  henherende  til  forskjellige  Afdelinger  i  Systemet.  Torula- 
Arternes  Forhold  til  Sukkerarterne  belyses;  store  DifFerenser  og 
mange  Kombinationer  iagttages  i  den  Henseende. 

IV.  Sygdomme  i  01,  fremkaldte  af  Alkoholgjaer- 
svampe.     C.  L.  Medd.  2,  93—102  (1883). 

Heri  omhandles  den  Sygdom  i  undergjaeret  01,  som  kaldes 
Gjaertykhed.     Resultaterne  omtales  i  5te  Rsekke. 

V.  Methoder  til  Fremstilling  af  Renkulturer  af 
Saccharomyceter  og  lignende  Mikroorganismer.  C.  L. 
Medd.  2,  152—167  (1886). 

Som  ovenfor  meddelt,  fremstillede  Hansen  sin  ferste  Ren- 
kultur  i  Vsedske  ved  Hjaelp  af  en  Fortyndingsmethode.  Lidt 
Genere  gik  Koch  ved  sin  Gelatinemethode  ud  fra  det  samme 
Princip  som  Hansen,  idet  han  betragter  de  efter  vedkommende 
Mikroorganismers  Spredning  i  Nseringsgelatinen  fremkomne  Vege- 
tations-Pletter    som    Renkulturer.     Anvendelsen    af    Gelatine    gjer 
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Arbejdet  meget  letters  og  betegner  et  vigtigt  Fremskridt,  men  ved 
at  anvende  Gelatinen  paa  den  Maade,  som  Koch  gjer,  bliver 
Sikkerheden  mindre  end  i  Hans  ens  Methode.  I  naervserende  Af- 
handling  vises,  hvorledes  denne  Mangel  kan  afhjselpes.  Gelatine- 
methoden  bliver  herved  til  Encellekultur  paa  Mikroskopbordet. 
Denne  Rendyrknings  Teknik  beskrives. 

VI.  Om  Hindedannelsen  hos  Slsegten  Saccharo- 
myces.     C.L.  Medd.  2,  168—210  (1886). 

Heri  Undersegelser  over  de  almindelige  Betingelser  for  denne 
Udvikling  og  for  Fremkomsten  af  de  forskjellige  Former,  som 
Cellen  derved  antager.  Endvidere  paavises,  hvorledes  Hindedan- 
nelsen kan  tjene  til  Karakterisering  af  Arterne  og  derved  indgaa 
som  Led  i  Analysen.  Til  Slutning  forskjellige  mindre  Under- 
segelser,  navnlig  over  Cellekjernen  og  den  i  en  forelebig  Med- 
delelse  i  1885  hos  Gjaercellerne  paaviste  gelatinese  Dannelse.  Om 
Forholdet  mellem  Over-  og  Undergjaer  gives  Oplysninger. 

VII.  Om  Alkoholgjaersvampenes  Forhold  til  Suk- 
kerarterne.     C.  L.  Medd.  2,  220—256  (1888). 

Fortssettelse  af  de  i  det  foregaaende  bererte  Undersegelser 
over  det  naevnte  Emne.  Der  blev  arbejdet  med  40  Arter 
(Saccharomyces,  Mycoderma,  Torula,  Monilia,  Mucor, 
Oidium).  I  Afhandlingen  paavises,  at  der  indenfor  enhver  af  de 
naevnte  systematiske  Afdelinger  findes  en  Rigdom  af  fysiolo- 
giske  Kombinationer.  Heri  traadte  aldeles  konstante  For- 
hold frem,  som  ogsaa  bragte  nye,  fortrinlige  Karakterer 
til  at  skjelne  mellem  Arterne.  Der  beskrives  et  Par  nye, 
meget  karakteristiske  Saccharomyces-Arter,  hvoraf  den  ene  ud- 
mserker  sig  ved  sin  Myceliedannelse ,  medens  den  anden  adskiller 
sig  fra  alle  andre  hidtil  iagttagne  ved,  at  den  hverken  fremkalder 
Alkoholdannelse  eller  Invertering  af  Rersukker. 

VIII.  Om  Sporernes  Spiring  hos  Saccharomyceterne. 
C.  L.  Medd.  3,  53-78  (1891). 

Dette  Faenomen  var  hidtil  kun  undersegt  efter  en  mangelfuld 
Methode.  Man  antog,  at  Spiringen  foregik  paa  samme  Maade  hos 
alle  Arter.  I  Modssetning  til  sine  Forgjsengere  forfulgte  Hansen  , 
direkte  paa  Mikroskopbordet  alle  Udviklings- Stadierne 
med  Udgangspunkt  fra  den  enkelte  Spore.  Herved  frem- 
droges  og  belystes  nye  morfologiske  Forhold,  saerlig  Sam- 
menvoxningsfaenomener,  og  hos  Sacch.  Ludwigii  blev  der  gjort  den 
lagttagelse,  at  de  Gjserceller,  som  komme  frem  ved  Sporens  Spi- 
ring, ikke  som  hos  de  andre  Saccharomyceter  udvikles  direkte  fra 
Sporen  selv,  men  fra  et  Promycel. 
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IX.  Om  Alkoholgjaersvampenes  Livsgrsendse.  C.  L. 
Medd.  4,  198—227  (1898). 

Da  der  var  skabt  sikre  Methoder  til  Fremstilling  af  absolute 
Renkulturer,  fik  Spergsmaalet  om  Arternes  Opbevaring  i  levende 
Tilstand  en  saerlig  Interesse.  Han  sens  forste  Undersegelser  i  den 
Retning  bereres  i  C.  L.  Medd.  1,321  (1881);  de  ere  senere  blevne 
fortsatte,  og  smaa  Meddelelser  herom  findes  lejlighedsvis  i  flere  af 
de  foregaaende  Afhandlinger;  den  nservserende  indeholder  en  Op- 
gjorelse.  Analyserne  blev  udtorte  med  42  Arter  af  segte  Sac- 
charomyces,  5  sporelese  Varieteter  af  sidstnae vnte, 
7  Mucor-Arter  og  9  andre  Gjaersvampe. 

Det  lykkedes  at  finde  en  Methode,  ved  Hjaelp  af  hvilken 
Cellerne  i  en  lang  Rsekke  af  Aar  kunne  opbevares  i 
levende  Tilstand.  Dette  sker  ved  at  anbringe  en  ringe  Del  af 
vedkommende  GJ£er  i  en  Kolbe  med  Luftadgang  og  indeholdende 
en  vandig  10  Procents  Rorsukkeroplesning.  Kun  et  Par  af  de 
prevede  42  Saccharomyces-Arter  viste  nogen  Uregelmaessighed, 
idet  de  i  enkelte  Kulturer  dede  efter  1  til  2  Aars  Forleb;  for  de 
evriges  Vedkommende  ligger  Livsgrsendsen  under  disse  Omstaen- 
digheder  meget  fjern.  Flere  havde  tilbragt  over  17  Aar,  da  de 
sidst  blev  prevede,  og  var  fremdeles  levende.  Ogsaa  for  de  andre 
ovennaevnte  Arter  viste  denne  Methode  sig  at  vaere  fortrinlig. 

Til  Opbevaring  af  Gjaerprever  i  Laboratorierne  anvendes  nu 
i  Almindelighed  den  naevnte  Saccharose-Methode,  til  For- 
sendelse  derimod  den  ligeledes  af  Hansen  angivne  Indtorrings- 
Methode  paa  Bomuld.  Disse  Methoder  beskrives  naermere  i 
Afhandlingen.  Ved  Hjaelp  af  Indterrings-Methoden  ere  Brygge- 
rierne  i  Australien,  Asien  og  Syd-Amerika  bleve  forsynede  med 
Renkulturer  af  udvalgte  Gjserracer  fra  Europa. 

Det  fandtes,  at  Saccharomyceterne  ikke  bevarede  deres  Liv 
saalaenge  i  indterret  Tilstand,  som  naar  de  befandt  sig  i  Rersukker- 
oplosningen.  Dette  gjaldt  derimod  ikke  om  Mucor-Arterne  og  om 
visse  Pyrenomyceter;  en  af  de  sidstnae  vnte  holdt  sig  endog  levende 
i  over  21  Aar  i  indterret  Tilstand. 

Naervaerende  Afhandling  indeholder  ogsaa  Oplysninger  om  Al- 
koholgjaersvampenes Livsgraendse ,  naar  de  opbevares  i  Vand  og  i 
Jord.  Disse  Undersegelser  slutte  sig  herved  til  de  i  de  foregaaende 
Afhandlinger  omtalte  Undersegelser  over  Saccharomyceternes  Kreds- 
lob  i  Naturen. 

X.  Om  Variationen  hos  Saccharomyceterne.  C.  L. 
Medd.  5,  1—35  (1900). 

lagttagelser  over  Variationen  findes  i  alle  de  foregaaende  Af- 
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handlinger.  Indtil  1889  gik  dog  Undersegelserne  vaesentligst  ud 
paa  at  studere  Saccharomyceterne  fra  det  Synspunkt,  at  der  hos 
dem  ligesom  hos  andre  Organismer  findes  systematiske  Enheder 
med  konstante  Karakterer;  derefter  traadte  experimentelle  Studier 
over  Variationen  mere  og  mere  i  Forgrunden.  I  Aarene  1889, 
1890,  1895,  1896  og  1897  gav  Hansen  i  forskjellige  Tidsskrifter 
forelebige  Meddelelser  herom.  I  naervserende  Afhandling  gives  en 
Oversigt  over  disse  Arbejder,  og  der  knyttes  hertil  nye  Under- 
segelser  og  nye  Afbildninger.  Der  meddeles  Oplysninger  om  de 
Betingelser,  under  hvilke  Cellens  Form  kan  variere 
fra  den  ovale  eller  kuglerunde  til  den  langtstrakt  pelse- 
dannede  og  traadforraede,  hvorved  en  Myceldannelse 
kan  opstaa.  Det  paavises,  at  der  ved  en  vis  Behandling  frem- 
komme  Varieteter,  som  have  en  stserkere  Alkoholgjaerings- 
evne  end  deres  Stamformer;  og  atter  ved  en  anden  Behandling 
Varieteter,  som  gaa  i  den  modsatte  Retning.  Herved  er  man 
f.  Ex.  i  Stand  til  at  fremstille  nye  Racer  af  Bryggerigjaer 
med  svagere  Forgjasring  og  bedre  Klaring  end  deres  Stamform. 
Faelles  for  alle  Variationsretninger  er  det,  at  der  i  en  og  samme 
Vegetation,  som  oprindelig  stammer  fra  den  samme  Encellekultur, 
kan  opstaa  Individer,  som  kunne  grundlsegge  forskjellige  Varieteter 
med  en  hoj  Grad  af  Konstans.  Paa  en  iojnefaldende  Maade 
traadte  dette  frem  ved  Sacch.  Ludwigii.  Ved  at  isolere  et  sterre 
Antal  af  Cellerne  fremkom  tre  Vegetationsformer,  hvoraf  den  ene 
udmserkede  sig  ved  sin  kraftige  Evne  til  Sporedannelse,  medens 
denne  hos  den  anden  tvertimod  var  forsvindende,  og  hos  den 
tredie  slet  ikke  traadte  frem.  De  to  sidste  holdt  sig  gjennem 
talrige  Generationer,  men  var  dog  ikke  fuldstaendigt  faestnede. 

I  1889  gjorde  Hansen  imidlertid  den  Opdagelse,  at  Saccha- 
r  omycesc  ellerne  fuldstasndig  miste  Evnen  til  at  danne 
Sporer,  naar  de  gjennem  talrige  Generationer  dyrkes  i 
Nseringsvasdsker  ved  en  Temperatur  i  Nserheden  af 
Maximum  for  Knopskydning.  Udgangspunktet  for  disse  For- 
S0g  var  den  af  ham  i  tidligere  Undersegelser  fundne  Regel,  at 
Temperaturmaximum  for  Knopskydningen  hos  Saccha- 
romyceterne ligger  nogle  Grader  hejere  end  Temperatur- 
maximum for  Sporedannelse n.  Muligvis  gjselder  dette  ikke 
blot   for  Saccharomyceterne,    men   for   Svampene  i  Almindelighed. 

Blandt  de  fremstillede  Varieteter  lade  kun  de  sporelese 
sig  belt  beherske;  de  vise  de  klareste  Forhold  og  ere  tillige 
de  eneste,  som  vi  for  Ojeblikket  kunne  opfatte  som  konstante. 
Herved    faae    de    en    saerlig  Interesse    i    praktisk  Henseende   som 
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Udgangspunkter  til  Fremstilling  af  nye  Racer  til  Brug  i  Indu- 
strien.  Af  disse  Grunde  blev  Hovedvaegten  lagt  paa  Studiet  af 
denne  Variation.  Analyserne  blev  fortrinsvis  udferte  med  Sacch. 
Pastorianus  I  og  Johannisberg  II.  Udgangspunktet  var  dels  en 
vegetativ  Celle,  dels  en  Spore,  som  grundlagde  Vegetationer  med 
rig  Sporedannelse.  Paa  de  forskjellige  Stadier  blev  Gjennemsnits- 
prever  af  flere  Hundrede  Individer  isolerede,  for,  hver  for  sig,  at 
underkastes  Analyse.  Hertil  blev  der  udarbejdet  en  lettere  Me- 
thode  end  den  hidtil  anvendte. 

Naar  man  gjennemgaaer  Litteraturen  om  Variationen  hos 
hajere  og  lavere  Planter,  seer  man,  at  der  som  Regel  slet  ikke 
stilles  Spergsmaal,  om  de  beskrevne  Dyrkningsforhold  virkelig 
fremkalde  enOmdannelse,  eller  om  der  kun  erTale  om  en 
Udvaeigelse,  og  i  de  faa  Tilfselde,  i  hvilke  en  Droftelse  fore- 
tages,  ere  Meningerne  derom  delte  og  Resultaterne  usikre.  1  Al- 
mindelighed  er  Fremkomsten  af  de  sporelose  Varieteter  bleven  op- 
fattet  som  beroende  paa  en  Udvaeigelse,  idet  man  bar  ment,  at 
der  i  den  Vegetation,  hvormed  Forseget  begyndte,  bar  vaeret  en 
og  anden  Celle  tilstede,  som  allerede  var  asporogen,  og  at  det  da 
er  dens  Afkom,  som  under  Behandlingen  ved  den  beje  Temperatur 
efterhaanden  bar  bredet  sig  fra  Kultur  til  Kultur  og  traengt  de 
sporegivende  Kammerater  tilbage. 

En  af  Afhandlingens  Hovedopgaver  var  at  opklare 
dette  fundamentale  Spergsmaal.  Analysen  af  Udgangs- 
punktets  Vegetation  som  ogsaa  Undersegelsen  af  Faenomenets  for- 
skjellige Sider  gav  det  Resultat,  at  der  foregaaer  en  Om- 
dannelse.  Der  er  i  Cellernes  Plasma  under  Behandlingen  ved 
den  hoje  Temperatur  traadt  en  ny  Kombination  frem.  I  disse 
Analyser  iagttoges  det  interessante  Faenomen,  at  der  under  den 
beskrevne  Behandling  ogsaa  opstaaer  Celler,  hvoraf  hver  enkelt 
udvikler  et  Afkom,  i  hvilket  nogle  Individer  ere  sporelese,  andre 
derimod  kraftige  Sporedannere,  og  atter  andre  staa  imellem  begge 
Yderpunkter,  og  at  dette  Forhold  kan  gjentage  sig,  saaledes  at 
en  sporegivende  Celle  af  en  ny  Vegetation  fremdeles  giver  Stedet 
til  Dannelsen   af  de  tre  Kategorier. 

Iblandt  Betingelserne  for  Omdannelsen  viser  den  heje  Tem- 
peratur sig  at  vaere  den  vaesentligste.  Paa  Naeringsgelatiner  ind- 
traadte  en  lignende  Omdannelse  derimod  under  Indvirkning  af 
kemiske  Faktorer. 

Det  bar  vist  sig,  at  den  ovenstaaende  S^tning  om  Ud- 
viklingen  af  de  sporelese  Varieteter  i  Naeringsvaedsker 
ved  hej  Temperarur  gjaelder   for  alle  typiske  Saccharo- 
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myceier.  Endvidere  har  aet  vist  sig  at  vs&re  Regel,  at  Tabet 
af  Spore-  og  Hindedannelsen  under  den  beskrevne  Be- 
handlingfelges  ad.  De  seldste  sporelese  Varieteter  vare,  da 
Afhandlingen  udgaves,  snart  12  Aar  gamle,  mange  3  Aar  og  der- 
over.  Uagtet  de  i  den  lange  Tid  blev  dyrkede  under  de  mest 
forskjellige  Forhold,  havde  de  dog  holdt  sig.  En  dybt  indgri- 
bende  og  konstant  Omdannelse  har  fundet  Sted. 

5te  Rcekke. 

Under segelser  fra  Grjaeringsindustriens  Praxis.  C.  L.  Medd. 
2,  93—102  (1883),  257-322  (1888),  3,  149—255  (1892). 

Disse  Undersegelser  hvile  paa  de  foregaaende  og  begyndte 
omtrent  samtidigt  med  disse;  ferst  fra  1888  blev  de  udgivne  som 
en  saerlig  Rsekke.  Blandt  de  ovennaevnte  tidligere  Undersegelser 
findes  flere,  som  here  til  naervserende  Raekke;  saaledes  f.  Ex.  en 
Del  af  Undersogelserne  over  Mikroorganismerne  i  Luftens 
Stov.  Til  disse  slutter  sig  i  naervaerende  Raekke  den  nye  Under- 
segelse  om  den  gjseringstekniske  Analyse  af  Vandets 
Mikroorganismer.  Den  kom  navnlig  frem  som  en  Protest 
mod  den  i  Slutningen  af  Firserne  herskende  Misforstaaelse ,  at 
den  biologiske  Analyse  af  Vandet  i  Bryggerierne  kunde  fore- 
tages  efter  den  hygiejniske  Fremgangsraaade.  Hansen  meddelte 
i  den  Anlednincr  en  Methode  efter  gjseringstekniske  Principer,  og 
med  den  som  Udgangspunkt  gav  han  sammenlignende  Analyser, 
hvoraf  fremgik,  at  Resultaterne  af  denne  Methode  langtfra  falde 
sammen  med  Resultaterne  af  den  hygiejniske. 

De  afHansens  Undersegelser,  som  have  direkte  Betydning 
for  Gjseringsindustrien,  samle  sig  om  tre  Hovedspergsmaal:  om 
011ets  Sygdomme,  om  Gjserens  Rendyrkning  og  om  Anvendelsen 
af  planmaessig  udvalgte  Gjserarter  eller  -Racer. 

Angaaende  Spergsmaalet  om  011ets  Sygdomme  var  de 
forskjellige  Muligheder  diskuterede,  da  Hansen  begyndte  sine 
Undersegelser.  Saerlig  var  den  Sygdom,  man  kalder  Gjaertykhed, 
den  Gang  meget  omtalt  i  Literaturen,  da  den  foraarsagede  Bryg- 
gerierne store  Tab.  Om  Aarsagen  gik  Meningerne  i  forskjellig 
Retning.  Man  havde  hidtil  ved  Undersegelsen  af  saadanne  Til- 
faelde  maattet  indskraenke  sig  til  den  mikroskopiske  Analyse.  Be- 
tydningen  af  Hansens  Arbejder  paa  dette  Omraade  ligger  saerlig 
deri,  at  han  for  ferste  Gang  gav  en  experimental  Bevis- 
ferelse.  Han  klevede  Gjaeren  fra  sygt  01  i  dens  Elementer  og 
paaviste,   at    den   ved  Siden   af  god  Olgjaer  indeholdt  vilde  Gjaer- 
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arter,  og  at  disse  fremkaldte  Sygdomsfaenomenet,  naar  de  i  visse 
Forhold  blev  blandede  med  0IgJ8eren.  Hermed  var  disse  Spergs- 
maal  bragte  til  en  videnskabelig  Afgjarelse  og  Vejen  anvist  til 
Fjernelsen  af  Sygdommene.  I  de  foranstaaende  Afhandlinger  fra 
1882  og  83  omtales  bans  ferste  Undersegelser  i  den  Retning;  de 
blev  fortsatte  efter  en  sterre  Maalestok  i  naervgerende  Raekke  og 
fwrte  til  en  Afslutning.  Udgangspunktet  var  de  Sygdomme,  der  i 
Begyndelsen  af  Firserne  optraadte  i  Bryggerierne  »Tuborg«  og 
))Gamle  Carlsberg« :  Gjsertykhed,  ubehagelig  Lugt  og  Smag 
af  011et.  I  alle  Tilfselde  bleve  Sygdomsgjgerarterne 
udfundne  og  Sygdoramens  Gang  oplyst.  Den  Hovedregel 
fandtes  at  gjaelde,  at  Sygdommen  kun  optraadte,  naar  de  vilde 
Gjaerarter  blev  indferte  ved  Hovedgjaeringens  Begyndelse. 

Den  ejendommelige  lagttagelse  blev  gjort,  at  en  Paasaetnings- 
gjaer,  som  bestaaer  af  en  Blanding  af  to  gode  Bryggerigjserarter, 
giver  mindre  holdbart  01,  end  naar  den  kun  bestaaer  af  en  Art 
alene.  I  saadanne  Blandinger  optraeder  den  Art,  der  er  til  Stede 
i  det  ringeste  Maengdeforhold,  som  en  Sygdomsgjaerart. 

Som  Alle  paa  den  Tid  ansaa  Hansen  i  Begyndelsen  af  sine 
Studier  Saccharomyces  cerevisiae  som  en  systematisk  Enhed;  men 
her  saavel  som  overfor  de  andre  af  Reess  opstillede  Arter  fandt 
ban,  som  ovenfor  berort,  at  enhver  af  dem  lader  sig  klove  i  flere 
Racer  og  Arter.  Ved  direkte  Forseg  iagttog  ban  dernaest,  at  de 
af  ham  saaledes  fremstillede  Kulturgjaerarter  gav  01  af  ofte  meget 
forskjellig  Beskaifenhed.  Hidtil  havde  al  Gjaer,  som  anvendtes  i 
Industrien,  vaeret  en  Blanding  af  ubekjendte  Arter  og  i  vexlende 
Sammensastning.  Ved  de  ovenfor  omtalte  Undersegelser  kom 
Hansen  til  at  indfore  et  nyt  Princip  i  Gjaeringstekniken, 
nemlig  Udv^elgelsen  af  bestemte  Gjaerracer  og  -Arter, 
og  for  Bryggerivaesenet  opstillede  ban  nu  den  Saetning,  at  Paa- 
saetningsgjaeren  kun  maa  indeholde  en  eneste  Art,  nem- 
lig den  for  det  specielle  Bryggeri  gunstigste.  Hertil  an- 
vendte  han  sin  ovenfor  omtalte  Encellekultur  og  udarbejdede  derpaa 
en  sikker  Fremgangsmaade  til  en  fabrikmaessig  Fremstil- 
ling  af  rendyrket  Gjaer  til  Brug  i  Industrien,  endvidere  Me- 
thoder  til  Renkulturernes  Opbevaring  og  Forsendelse, 
til  Analyse  af  Paasaetningsgjaeren  og  af  011et  i  Lager- 
fadene  med  Hensyn  til  dets  Holdbarhed. 

I  1883  lykkedes  det  Hansen  at  gjennerafere  den  naevnte 
radikale  Reform  i  Bryggeriet  »Gamle  Carlsberg«,  og  derfra  spredte 
den  sig  trods  den  Modstand,  der  blev  rejst  derimod  fra  flere 
Sider,    dog    ret   hurtig    til    alle    olbryggende    Lande   Jorden    over. 
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Han  fremhaevede  den  Betydning,  denne  Reform  ogsaa  har  i  Spi- 
ritus-  og  Pressegjserfabrikationen  samt  ved  Vingjaeringen.  I  de 
senere  Aar  er  den  ligeledes  bleven  indfert  i  disse  Industrigrene  og 
for  en  Del  gjennem  Elever,  der  havde  studeret  paa  Carlsberg 
Laboratoriet.  I  et  saerligt  Kapitel  meddeler  Hansen  Adresserne 
paa  de  Fabriker,  i  hvilke  bans  Methode  til  Stadighed  anvendes; 
det  er  en  af  de  Veje,  ad  hvilke  ban  har  S0gt  at  bekaempe  den 
Modstand,  bans  Arbejde  medte. 

Til  nservaerende  Raskke  kan  ogsaa  naermest  henferes  Afhand- 
lingen  i  C.  L.  Medd.  3,  33—52  (1891):  .>Hvad  er  Pasteurs 
rene  Gjaer?"  Denne  Undersogelse  blev  fremkaldt  ved  Angreb 
fra  fransk  Side,  som  gik  ud  paa,  at  Hansen  havde  taget  fejl,  og 
at  Pasteurs  Methode  til  Fremstilling  af  ren  Gjaer  (Behandlingen 
af  Bryggerigjaer  i  en  Oplesning  af  Saccharose  med  lidt  Vinsyre) 
derimod  var  den  rette.  Det  viste  sig,  at  man  herved  vel  kan 
befri  Gjaren  for  Bakterier,  og  dette  var  Pasteurs  Formaal,  men 
at  man  ikke  paa  den  Maade  opnaaer  en  virkelig  Renkultur. 
Ved  at  anvende  de  skarpe  Methoder,  som  Hansen  havde  udar- 
bejdet,  traadte  det  frem,  at  Pasteurs  Fremgangsmaade  med 
Hensyn  til  Gjsercellerne  selv  gav  det  Resultat,  at  de 
gode  01gjaerart.^r  blev  undertrykte  og  Sygdomsgjaer- 
arterne  begunsti^ede,  der  blev  altsaa  i  den  Henseende  op- 
naaet  det  Modsatte  af,  hvad  man  maatte  onske.  I  Tilslutning  til 
disse  Undersegelser  viser  Hansen,  hvorledes  Vinsyre-Methoden 
derimod  kan  faa  en  anden  og  vigtig  Anvendelse,  nemlig  til  Kon- 
trol  af  Gjaeren  i  de  store  Rendyrkningsapparater;  hertil  anvendes 
den  nu  ogsaa  almindeligt.  Af  den  til  Sporgsmaalet  horende  Lite- 
ratur  gives  en  udforlig  Fremstilling.  Fra  Pasteur  selv  foreligger 
der  i  1887  felgende  Udtalelse:  »)Hansen  er  den  f0rste,  der  har 
indset,  at  Bryggerigjseren  maa  vsere  ren  ikke  blot  i  Henseende  til 
Bakterier,  de  egentlige  Sygdomsfermenter,  men  at  den  ogsaa  ber 
vaere  befriet  for  de  vilde  Gjaerarter.« 

Der  er  i  Aarenes  Lob  udkommet  nye  Udgaver  paa  Tydsk  og 
Engelsk  af  naervserende  Rsekke,  hvori  et  og  andet  er  blevet  til- 
fejet,  som  ikke  findes  i  den  danske  seldre  Udgave. 

Ogsaa  efter  Udgivelsen  af  nservaerende  Rsekkes  anden  Af- 
deling  i  1894  foreligger  der  fra  Hans  ens  Haand  Undersegelser, 
som  gaa  i  praktisk  Retning,  hertil  borer  f.  Ex.  det  Afsnit  i  bans 
anden  Afhandling  om  Eddikesyrebakterierne,  som  handler  om  disse 
Organismers  Forhold  til  01fabrikationen.  Og  i  bans  Afhandling 
over  Variationen   bos   Saccharomyceterne  (1900)   ville   vistnok   de 
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der   angivne  Methoder  til  Fremstilling   af  nye  Racer   af  Bryggeri- 
gjaer  kunne  faa  praktisk  Betydning. 

I  C.L.Medd.  1,  328  (1881)  offentliggjorde  Hansen  en  Med- 
delelse  om  "Et  fugtigt  Kammer  til  Dyrkning  af  Mikro- 
organismeru.  Da  den  ikke  kan  finde  Plads  under  nogen  af  de 
naevnte  Raekker,  anferes  den  her. 

Hans  ens  Arbejder  have  saavel  medt  Ros  som  Angreb; 
Literatur  -  Henvisninger  hertil  findes  i  Haand-  og  Laere- 
begerne,  navnlig  i  Klockers:    Die  Gcirungsorganismen  (s.  S.  47  n). 

I  andre  Tidsskrifter  offentliggjorde  han  af  og  til  forelebige 
Meddelelser  til  de  Afhandlinger,  der  senere  fremkom  i  udferlig 
Skikkelse  i  Laboratoriets  Tidsskrift,  ogsaa  Referater  og  enkelte 
Afhandlinger  over  andre  Emner. 

I  Centralbl.  f.  Bakt,  Par.  u.  Inf.,  2te  Abt.,  5,  1  (1899),  gav  han 
en  forelebig  Meddelelse  om  nogle  nye  Undersegelser  over  For- 
holdet  mellem  Knopskydning  og  Sporedannelse  og  om  Betingelserne 
for  den  sidstnsevnte  Funktion.  Hansen  vender  sig  mod  den  Op- 
fattelse,  der  i  den  nyere  Tid  atter  er  traadt  frem,  at  Naerings- 
mangel  skal  vaere  en  nedvendig  Betingelse  for  Sporedannelsen. 
Forsegene  viste  tvertimod,  at  den  kraftigt  ernaerede  Celle  tillige 
er  den  kraftige  Sporedanner.  Nseringsmangelen  spiller  kun  en 
Rolle,  forsaavidt  den  er  en  af  de  Faktorer,  der  standse  Knop- 
skydningen.  Dette  sidste  kan  ogsaa  opnaaes  ad  andre  Veje, 
f.  Ex.  ved  at  anbringe  Cellerne  i  en  maettet  Oplesning  af  svovlsur 
Kalk,  og  den  unge  Celle,  som  er  rig  paa  Naeringsstof,  danner  da 
strax  Sporer,  naar  ellers  de  evrige  Betingelser  (Luft  og  passende 
Temperatur)  ere  tilstede. 

I  flere  Aar  var  han  foruden  med  de  ovennaevnte  Studier  og- 
saa beskjaeftiget  med  biologiske  og  systematiske  Under- 
segelser  over  hejere  Svampe,  navnlig  Agaricineerne  i  Skovene 
omkring  Kjebenhavn.  Han  gav  nogle  Meddelelser  herom  i  det 
kgl.  danske  Vid.  Selskabs  Oversigter,  i  Botanische  Zeitung  1897  og 
derefter  ved  Naturforskermedet  i  Stockholm  1898. 

Til  bans  Virksomhed  borer  ligeledes,  at  han  i  Aarenes  Lob 
har  uddannet  et  stort  Antal  Elever  saavel  Danske  som 
Udlaendinge. 
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LAVRITS  KNUDSEN. 

Om  Vedligeholdelse   af  konstant   Temperatur.     C,  L. 
Medd,  2,  134—145  (1884). 

Der   beskrives   og   afbildes   et  Apparat  til  Vedligeholdelse   af 
konstant  Gastryk,  en  Thermoregulator,  samt  en  Thermostat. 


JUST  GHR.  HOLM  og  S.  V.  POULSEN. 

Hvor  ringe  en  Infektion  af  ovild  Gjserd  kan  efter 
Hansens  Methode  paavises  i  en  Under  gjsermasse  af 
Saccharomyces  cerevisise?  C.  L.  Medd.  2,  147—151  (1886) 
og  211-219  (1886). 

Methoden  preves  paa  Blan dinger  af  20  Kulturgjaerarter  med 
3  vilde  Gjaerarter;  det  viste  sig,  at  selv  ^/2oo  vild  Gjaer  kan  paa- 
vises. Der  gives  derpaa  en  detailleret  Anvisning  til  Methodens 
Anvendelse  i  Analysen  af  Bryggerigjser. 


JUST  GHR.  HOLM. 


I.  Om  Rendyrkningsmethoderne  og  sserlig  om  Kochs 
Pladekultur  og  dens  Fejlgraendse.  C.  L.  Medd.  3,  1 — 32 
(1891). 

Resultatet  af  Forsegene  med  Kochs  Pladekultur  var,  at  der 
gjennemsnitlig  kun  dannes  100  Kolonier  af  108  Celler,  og  at  man 
altsaa  ikke  har  fuld  Sikkerhed  for  at  faae  en  Renkultur  ved  denne 
Methode. 

XL  Biologiske  og  gjseringstekniske  Analyser  af  Vand 
til  Bryggeribrug.     C.L.Medd.S,  122—148  (1892). 

Den  af  Hansen  angivne  Fremgangsmaade  anvendes,  og  dens 
Betydning  belyses.  Der  meddeles  Resultater  af  talrige  biologiske 
Vandanalyser,  foretagne  til  alle  Aarets  Tider  og  i  Tilslutning  til 
Forholdene  i  Praxis. 
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J,  CHR.  NIELSEN. 

Sporernes  Udviklingsgang  hos  Sacch.  membranae- 
faciens,  Sacch.  Ludwigii  og  Sacch.  anomalus.  C.L.Medd. 
3,  256—264  (1894). 

Der  gives  en  kort  Beskrivelse  af  de  3  nsevnte  Arter,  og 
Kurverne  for  Sporernes  Udvikling  bestemmes  paa  samme  Maade, 
som  Hansen  har  gjort  det  for  de  evrige  af  ham  opstillede  Arter. 


ALB.  KLOGKER. 


L  Undersegelser  over  Saccharomyces  Marxianus, 
Sacch.  apiculatus  og  Sacch.  anomalus.  C.L.Medd.  4,63 — 76 
(1895). 

Temperatur-Kardinalpunkterne  for  Sporedannelsen  hos  Sacch. 
Marxianus  bestemmes. 

Der  anstilles  Forseg  fra  nye  Synspunkter  med  Sacch.  apicu- 
latus for  atter  at  prove,  om  denne  Art  kan  danne  Sporer  eller  ej, 
men  Resultatet  bliver,  som  tidligere,  negativt. 

Fra  anden  Side  var  kommen  Meddelelse  om  Opdagelsen  af  et 
nyt  og  vigtigt  morfologisk  Forhold  hos  Sacch.  anomalus.  Da 
dette  vilde  have  stor  Betydning  for  Saccharomyceternes  Syste- 
matik,  proves  det,  men  viser  sig  ikke  at  existere. 

II.  Kan  Enzymdannelsen  hos  Alkoholgjaersvampene 
anvendes  som  Artsmaerke?     C.L.Medd.h,  55 — 60  (1900). 

Ogsaa  for  Alkoholgjaersvampenes  Systematik  er  Studiet  af 
Enzymdannelsen  vigtigt,  idet  Hansons  Undersegelser  have  godt- 
gjort,  at  man  her  har  en  fast  Karakter.  Dubourg  har  dog  i 
Compi.  rend,  de  I' Acad,  des  Sciences  128,  440  (1899)  erklaeret,  at  den 
er  uden  Betydning  i  den  nsevnte  Henseende,  og  denne  Anskuelse  er 
optaget  af  Duclaux  i  bans  nye  store  Haandbog.  Ved  at  gaa  frem 
efter  den  af  Dubourg  angivne  Fremgangsmaade,  viste  det  sig 
imidlertid,  at  bans  Meddelelser  ere  urigtige,  og  det  blev  paany 
bekraeftet,  at  Alkoholgj  aersvampenes  Forhold  til  Suk- 
kerarterne  er  en  konstant  og  vigtig  Karakter. 

Desuden  har  Klocker  forfattet  Afsnittet:  Theoretisches 
liber  Garung  i  Leyser-Heiss:  Die  Bierbrauerei .  10.  Aufl.  1900, 
Pag.  538 — 601,  og  Die  Gdrungsorganismen  in  der  Theorie  und  Praxis 
der  Alkoholgcirungsgewerbe,  Stuttgart  1900,  xvi  -f  318. 
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Denne  Bog  har  en  sserlig  Interesse  for  den  nservserende  Over- 
sigt  derved,  at  de  i  Aarenes  Lob  af  Hansen  og  hans  Assistenter 
udarbejdede  Apparater  og  Arbejdsmethoder,  som  ikke  for  ere  be- 
skrevne,  her  findes  fremstillede  i  Text  og  Afbildninger. 


ALB.  KLOGKER  og  H.  SGHIONNING. 

I.  Hvad  vide  vi  om  Saccharomyceternes  Stamformer? 
C.  L.  Medcl.  4,  85—144  (1896). 

Der  gives  en  Oversigt  over  dette  Spergsmaals  Historic,  som 
jo  flere  Gange  har  spillet  en  ejendommelig  Rolle  i  Laeren  om 
Alkoholgjaersvampene.  For  Tiden  have  atter  nogle  Forskere  paa- 
staaet,  at  Saccharomyceterne  kun  ere  Udviklingsformer  af  andre 
Svampe.  En  saadan  Paastand,  der  en  Tid  lang  syntes  at  vaere 
begrundet,  var  den  naermeste  Foranledning  til  dette  Arbejde.  Der 
meddeles  i  dette  talrige  Forsog  med  en  hel  Raekke  forskjellige 
Svampe  for  eventuelt  at  faae  dem  til  at  udvikle  Saccharomyces. 
De  foretoges  dels  i  Laboratoriet,  dels  i  Naturen,  men  i  intet  Til- 
faelde  fandt  en  Saccharomyces-Udvikling  Sted.  Og  omvendt  frem- 
kom  ej  heller  andre  Svampeformer  ved  Dyrkning  af  Saccharomyces 
paa  forskjellig  Maade.  Hovedre  sul  tatet  blev,  at  man 
fremdeles  maa  opfatte  Saccharomyceterne  som  selv- 
staendige  Svampe,  hvis  Plads  i  Systemet  er  under  As- 
comyceterne  i  Nserheden  af  Exoasceerne. 

n.  Om  Gjennemvoxningsfaenomener  og  abnorm  Ko- 
nidiedannelse  hos  Dematium  pullulans,  de  Bary,  og 
andre  Svampe.     C.  L.  Medd.  5,  44—54  (1900). 

Hvad  nogle  Forskere  have  opfattet  som  en  Endosporedannelse 
hos  Dematium  pullulans  vises  at  vaere  en  endogen  Konidiedannelse 
og  et  Gjennemvoxningsfsenomen.  Disse  endogene  Konidiers  Ud- 
vikling  forfelges  under  Mikroskopet,  og  der  angives  en  Methode 
til  Faenomenets  Fremkaldelse.  Dette  ejendommelige  Forhold  paa- 
vises  for  forste  Gang  ogsaa  hos  Oidium  lactis  og  hos  en  anden 
Oidium-Art. 
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H.  SCHIONNING. 

I.  En  ny  og  ejendommelig  Ascusdannelse  hos  en 
Gjgersvamp.     C.  L  Medd.  4,  77—84  (1895). 

Hos  Schizosaccharomyces  octosporus  gjorde  Forf.  den  interes- 
sante  morfologiske  lagttagelse,  at  Ascusdannelsen  foregaaer  derved, 
at  to  CeJler  smelte  sammen  tiJ  en.  Begge  disse  Celler  fremkomme 
kort  iforvejen  ved  Deling  af  en  Celle. 

II.  En  Kolbe  til  Gibsblokkulturer.  C.  L.  Medd.  4, 
193—197  (1896). 

Gibsblokken  gives  Form  af  en  lille  Cylinder,  der  anbringes  i 
en  Freudenreich-Kolbe,  hvori  den  steriliseres. 
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ETUDES  SUR 

LA  SYNTHESE  DES  ACIDES  AMIDES 


PAR 

S.-P.-L.  S0RENSEN 


Parmi  les  produits  de  la  decomposition  des  substances  pro- 
teiques,  les  acides  amides  ont  toujours  occupe  une  place 
importante,  qui  leur  a  encore  ete  maintenue  par  les  nombreuses 
et  profondes  recherches  faites  pendant  ces  dix  dernieres  annees. 
A  cote  des  acides  monoamides  monobasiques  (glycine,  leucine, 
alanine,  tyrosine,  etc.)  connus  deja  depuis  longtemps,  et  des  acides 
monoamides  bibasiques  (acides  asparaginique  et  glutaminique), 
les  recherches  executees  par  Drechsel,  Schulze,  Hedin, 
Kossel,  et  plusieurs  autres  savants,  surtout  quelques  eleves  de 
Kossel,  ont  place,  comme  des  produits  de  decomposition  tres 
importants,  les  acides  diamides  lysine  et  ornithine,  avec  I'arginine, 
qui  s'y  rattache,  ainsi  qu'une  base  d'une  composition  jusqu'ici 
inconnue:  I'histidine.  D'ailleurs,  la  belle  methode  recemment 
indiquee  par  E.  Fischer^)  pour  la  separation  des  acides  amides 
par  voie  de  distillation  fractionnee  de  leurs  ethers,  effectuee  dans 
le  vide,  a  deja,  dans  plusieurs  cas,  soutenu  I'epreuve  et  promet 
la  decouverte  de  nouveaux  produits  de  decomposition,  inconnus 
jusqu'ici,  de  la  classe  des  acides  amides. 

Comme  de  nouveaux  produits  de  decomposition  ne  s'ob- 
tiennent  en  general  que  par  quantites  extremement  faibles  et 
souvent  a  grand'peine,  il  importe  pour  une  etude  tant  soit  peu 
approfondie  que  les  recherches  synthetiques  marchent  de  pair 
avec  les  analytiques,  soit  qu'on  se  propose  d'isoler  et  identifier 
de  nouveaux  produits  de  decomposition,  soit  qu'on  vise  a  former 


^)  Ber.  d.  deutsch.  chem.  Ges.  XXX-IV,  433  (1901),  et  XXXV,  2162  (1902). 
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des  combinaisons  encore  plus  compliquees,  en  prenant  ces  pro- 
duits-la  pour  point  de  depart.  Par  consequent,  il  serait  d'une  assez 
grande  importance  de  pouvoir  arriver  a  preparer  par  synthese,  sans 
trop  de  difficulte  et  avec  un  rendement  satisfaisant,  ces  combi- 
naisons si  importantes  pour  I'etude  des  proteines,  tant  celles 
qu'on  a  deja  trouvees  parmi  les  produits  de  decomposition  que 
celles  qui  y  sont  apparentees. 

Cest  en  partant  de  considerations  de  ce  genre  que  j'ai  ela- 
bore  la  methode  que  je  vais  decrire  pour  la  preparation  des 
acides  ^-amides.  Voila  aussi  pourquoi  je  n'ai  voulu  me  contenter 
de  pouvoir  preparer  a  I'etat  de  purete  les  combinaisons  dont  il 
s'agit;  au  contraire,  j'ai  varie  les  procedes  particuliers  en  vue  de 
decouvrir  la  voie  a  suivre  pour  obtenir  le  meilleur  rendement, 
et  pour  faciliter  I'emploi  de  ma  methode,  j'ai  compris  dans  la 
description  de  celle-ci  tous  les  details  de  quelque  importance. 
La  methode  en  question,  applicable  a  la  preparation  d'un  tres 
grand  nombre  d'acides  «-amides  (et  presque  tous  les  acides 
amides  obtenus  jusqu'ici  par  la  decomposition  des  proteines  ap- 
partiennent  a  cette  classe),  est  fondee  sur  les  belles  syntheses 
effectuees  par  S.  Gabriel  au  moyen  du  phtalimide  potassique. 

L'ether  malonique  est  transforme,  d'apres  KnoevenageP), 
en  ether  monobromomalonique  qui,  traite  convenablement  par  le 
phtalimide  potassique,  donne  l'ether  phtalimidomalonique: 

COOC2  H5 

I  CO 

CHN<^o>C,H, 

COOC2H5. 

Cette  combinaison,  qu'on  pent  obtenir  a  I'etat  pur  avec  un 
rendement  egal  a  plus  de  80%  de  celui  donne  par  le  calcul, 
sert  de  point  de  depart  pour  la  preparation  des  acides  cc-amides, 
la  combinaison  sodique  traitee  par  un  compose  haloide  conve- 
nable  donnant  un  produit  qui,  porte  a  I'ebuUition  avec  de  I'acide 
chlorhydrique  ou,  ce  qui  d'ordinaire  est  preferable,  quand  on  le 
traite  d'abord  par  une  solution  d'hydroxyde  de  sodium  et  puis 
I'evapore  avec  de  I'acide  chlorhydrique,  fournit  le  chlorhydrate 
de  I'acide  amide  desire. 


^)  Ber.  d.  deutsch.  chem.  Ges.  XXI,    1355  (1888). 
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Dans  le  cas  des  acides  monoamides  monobasiques  j'ai  choisi 
a  titre  d'exemple  la  phenylalanine: 

CHNH2 
COOH, 

dans  la  preparation  de  laquelle  on  a  employe  comme  combinaison 
halogenee  le  chlorure  de  benzyle,  d'apres  les  equations  que  voici: 

COOC2H5 
I^Na 
C\^,^CO-^^   TT    +  CI  •  CH2  •  CeHg 

COOC2H5 

COOC2H6 
I   xCHg  •  CgHg 
==NaCl-|-C<^^CO^^^^^ 

COOC2H5. 

COOC2H5 
I /CH2 • CgHg 
<N<CO>CeH.    +3NaOH  . 

COOC2H6 

COONa 

=  ^'^Nh'  CO  •  CfiH^  •  COO  Na  +  2  C2H5OH. 
COONa 

COOH 

Y    NH.CO-C6H4-COOH  +^2^ 
COOH 

CH2  •  CeHg 

I 

=  CO2  +  CH  .  NH2  +  CeH^  (C00H)2. 
COOH 

On  voit  aisement  que,  si  Ton  se  sert  d'autres  combinaisons  d'ha- 
logene,  on  aura  des  acides  amides  differents;  c'est  ainsi  que,  par  ex- 
emple,  les  4  bromures  de  butyle  donneront  4  acides  a-amino-caproi- 
ques  isomeres,  dont  on  n'a  prepare  jusqu'ici  que  2,  a  savoir  I'acide 
«-aminocaproique  normal  et  I'acide  a-amino-isobutyle-acetique. 


(2) 


et    (3) 


Pour  les  acides  monoamides  bibasiqiies,  j'ai  choisi  mon 
exemple  dans  I'acide  « -  aminoadipique  inconnu  jusqu'ici  et  dont 
la  composition  est  analogue  a  celles  des  acides  asparaginique  et 
glutaminique.  Pour  la  preparation  de  cet  acide  nouveau  je  me 
suis  servi  du  y- chlorbutyronitrile:  CI  CHg  CHg  CHg  CN,  qu'on 
peut  preparer  facilement  par  la  methode  de  S.  GabrieP).  Le 
phtalimidosodomalonate  d'ethyle  ma  alors  donne  I'ether  butyro- 
nitrile-phtalimidomalonique : 

COOC2H5 
I    ,CH2CH2CH2CN 
C\         CO 

COOC2H5, 

qui,  traite  par  une  solution  d'hydroxyde  de  sodium,  s'est  decom- 
pose comme  suit: 

COOC2H5 
I  /CH2CH2CH2CN 
Cx^^^CO^^  ,^     +4  NaOH  +  H2O  = 

COOC2H5 
COONa 

I  CH2CH2CH2COO  Na  ,   ,  p  H   OH  ^  NH 
y     NH  .  CO  .  CeH^  .  COO  Na  +  ^  ^'^Hs  OH  +  NH3. 

COONa 

Enfin,  j'ai  fait  evaporer  avec  de  I'acide  chlorhydrique  I'acide  tetra- 
basique  forme  et  qui  par  ce  dernier  traitement  s'est  decompose 
en  degageant  de  I'acide  carbonique,  deposant  de  I'acide  phtalique 
et  formant  le  chlorhydrate  de  I'acide  a-aminoadipique: 

COOH 

(CH2)3 

CHNH2 

COOH. 

II  est  evident  que  I'emploi  de  I'ether  chloracetique: 

CI  CH2  COOC2  H5,  donnera  finalement  I'acide  asparaginique,  de 
meme  que  —  dans  des  conditions  convenables,  afin  d'empecher 
I'elimination  de  I'hydrure  d'halogene  —  I'ether  /^-chloropropionique 
donnera  I'acide  glutaminique. 

^)  Ber.  d.  deutsch.  chem.  Ges,  XXIII,    1771   (1896). 
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Enfin,  comme  exemple  d'un  acide  diamide,  j'ai  choisi  I'acide 

«-5-diaminovalerique,    qui   est   vraisemblablement   la   forme    race- 

mique    de    rornithine    de    Jaffe^).      La    combinaison    halogenee 

employee  pour  cette  synthese,    etait  le  y-bromopropylphtalimide: 

CO 
Br  CH2  CH2  CH2  N<pQ^C6H4,    facile  a   obtenir  par  le  procede 

de  J.  Weiner^),  et  voici  par  quelles  operations  on  arriva  a  pre- 
parer le  susdit  acide: 

COOC2H6 

* '  /^^  CO 

CC^^CO^,.  „     -fBrCH2CH2CH2N<po^C6H, 
I    ^^CO    ^6^4  ^^ 

COOC2H5 

COOC2H5  rn 

I  /CHXH2CH2  N<p>^>C6H4, 
=  NaBr+C<       "C0> 

I        ^^CO        ^6^4 

COOC2H5 

COOC2H5  r^r. 

I  /CH2CH2CH2N<>:o>CeH, 
C<        CO^^  "^"^  -U4NaOH 

1     ^^CO     ^6^4 

COOC2H5 


(I) 


(2) 


coo  Na 

CH2CH2CH2NH  .  CO  •  CeH^ .  COO  Na 

+  2C0H5OH 


9^NH.CO-C6H4-COONa 


et  (3) 


COO  Na 

COOH 

I   .CH2CHoCH.,NH.CO-C6H4.COOH   ,   ^  p  n 
Y     NH .  GO"  •  CeH^  .  COOH  "^        - 

COOH 

CH0CH2CH2NH2 

I 
=  CO2  +  CH    NH2         4-  2  CgH^  (C00H)2. 

COOH 
Acide  a-5-diamino-valerianique. 

Quant  a  la  preparation  de   I'acide    a-?- diaminocaproique    et 

I'acide  diaminoacetique,  on  voudra  bien  se  reporter  au  chapitre 
qui  termine  ce  memoire. 

Le   plan   de    ce   travail  a  ete  dresse  et  I'ouvrage   commence 


^)  Ber.  d.  deutsch.  chem.  Ges.  X,  1925  (1877). 
2)  Ibid.  XXI,   2671   (1888). 


durant  le  printemps  de  1901  sans  que  je  connusse  alors  les  syn- 
theses des  acides  gras  diamides  de  M.  E.  Fischer  ^),  dont  la 
premiere  partie  avait  deja  ete  presentee,  en  decembre  1900,  a 
I'Academie  de  Berlin;  il  convient  done  d'ajouter  qu'avant  de 
poursuivre  mes  etudes  synthetiques  sur  les  acides  diamides  j'etais 
en  correspondance  avec  M.  E.  Fischer. 


r 

I.   Ether  phtalimidomalonique: 

COOC2H5 

CHN<^g>CeH,. 

COOC2H5 

1.    Preparation  et  propri6t6s 

A  2  mol.  gr.  (320  gr.)  d'ether  malonique  j'ai  ajoute  goutte 
a  goutte  (d'abord  lentement,  jusqu'a  ce  que  la  reaction  eut 
commence,  puis  plus  vite)  un  peu  plus  de  4  at.  gr.  de  brome 
(104  cc,  soit  environ  330  gr.).  L' operation,  pratiquee  a  la  tem- 
perature ambiante,  se  faisait  dans  un  matras  de  la  capacite 
de  2  1.  et  muni  d'un  tube  refrigerant  a  reflux,  de  la  partie  su- 
perieure  duquel  le  bromure  d'hydrogene  developpe  par  la  reaction 
etait  amene  dans  un  flacon  contenant  de  I'eau.  Ayant  ajoute  goutte 
a  goutte  le  brome,  j'ai  chauffe  le  matras  pour  en  chasser  le  bro- 
mure d'hydrogene,  d'abord  au  bain-marie,  et  puis  dans  le  bain 
d'huile  en  meme  temps  que  dans  le  vide,  jusqu'a  ce  que  le 
contenu  se  mit  a  bouillir  violemment.  Le  rendement  obtenu  en 
ether  monobromomalonique   repondit  au  calcul. 

Pour  traiter  par  le  phtalimide  potassique  j'ai  reparti  unifor- 
mement  dans  cinq  matras  de  2  1.  de  capacite  le  derive  brome 
obtenu ,  et  a  chaque  portion  j'ai  ajoute  un  peu  plus  de 
Vs  mol.  gr.  de  phtalimide  potassique  (80  gr.  au  lieu  de 
74  gr.).  Apres  I'avoir  fortement  agite,  j'ai  mis  le  flacon  dans 
le  bain -d'huile  et  porte  a  100  —  120^  jusqu'a  I'apparition  de 
signes   d'un    commencement    de    reaction    (fusion    de    la    masse, 


^)  Synthese  der  a-(5"-DJaminovaleriansaure:  Ber.  d.  deutsch.  chem.  Ges.  XXXIV, 
454  (1901),  Synthese  der  a-y-Diaminobuttersaure :  ibid.  XXXIV,  2900  (1901), 
etE.  Fischer  &F.  Weigert:  Synthese  der  a-fi-Diaminocapronsaure:  Sitzungs- 
ber.  der  Berliner  Akademie   1902,   p.  270. 


generation  de  vapeur),  Alors,  afin  d'empecher  une  trop  grande 
elevation  de  temperature  et  une  reaction  trop  violente,  j'ai  en- 
leve  le  matras  du  bain  d'huile  et,  le  matras  ayant  ete  agite  a 
plusieurs  reprises,  I'operation  s'est  continuee  sans  afflux  de  cha- 
leur  du  dehors.  Lorsque  la  reaction  parut  terminee,  ce  que  je 
pus  facilement  reconnaitre  a  ce  que  le  phtalimide  potassique 
lamellaire  etait  remplace  par  le  bromure  de  potassium  granule,  j'ai 
chauffe,  pour  plus  de  surete,  dans  le  bain  d'huile  pendant  ^/2  heure 
environ,  a  une  temperature  de  130  — 140^.  Apres  un  refroidis- 
sement  convenable,  j'ai  traite  par  I'eau  au  bain-marie  I'ensemble 
des  ingredients  et,  de  la  sorte,  fait  dissoudre  le  bromure  de  po- 
tassium et  I'exces  de  phtalimide  potassique,  tandis  que  Tether 
phtalimidomalonique  fondit  et  se  laissa  facilement,  par  I'eau 
chaude,  entrainer  hors  du  matras.  Retire  des  cinq  matras,  le 
produit  total  de  la  reaction  est  reste  deux  heures  convert  par 
la  solution  aqueuse  de  bromure  de  potassium,  et  par  la  s'est 
completement  pris  en  une  masse  solide.  Pulverisee,  cette  masse 
s'est  laissee,  sans  difficulte,  debarrasser  de  son  brome  par  un 
lavage  a  I'eau  froide.  —  Le  rendement  en  ether  phtalimido- 
malonique brut  et  seche  a  I'air,  repondait  presque  au  calcul  (soit 
environ  590  gr.  au  lieu  de  610  gr.). 

Pour  purifier  le  produit  brut,  qui  etait  de  couleur  jaunatre 
ou  jaune-grisatre  et  contenait  toujours  une  petite  dose  de  phta- 
limide, j'ai  traite  la  matiere  sechee  a  I'air  par  environ  500  cc. 
de  benzole,  ou  Tether  phtalimidomalonique  s'est  dissous,  tan- 
dis que  la  partie  de  beaucoup  preponderante  du  phtalimide 
est  restee  non  dissoute.  J'ai  separe  ce  reste  en  filtrant,  et  Tai 
lave  avec  3  X  40  cc.  de  benzole;  son  poids  a  Tetat  sec  etait 
d'environ  40  gr.  De  la  solution  obtenue  j'ai  distille  le  benzole, 
ce  qui  a  laisse  Tether  phtalimidomalonique  sous  forme  d'huile 
jaunatre,  qui  par  le  refroidissement  s'est  pris  en  une  masse  cri- 
stalline  et  qui,  se  dissolvant  en  500 — 600  cc.  d'alcool,  a  donne 
un  liquide  parfaitement  clair.  Le  refroidissement  de  la  solution 
alcoolique,  produit  en  dernier  lieu  a  Taide  d'eau  glacee,  a  fait 
deposer  Tether  phtalimidomalonique  sous  forme  dune  belle  masse 
cristalline  blanche,  oi^i  le  microscope  faisait  voir  surtout  des 
prismes  assez  irreguliers  et  obliquement  tronques.  J'ai  filtre  a 
Taspirateur,  et  le  produit,  3  fois  lave  avec  soin  a  Talcool,  est 
ainsi  devenu  parfaitement  pur.  Le  rendement  s'eleva  a  environ 
400  gr. ;    mais  de  Teau-mere  et  de  Talcool  qui  avait  servi  au  la- 
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vage,  je  pus  tirer,  en  chassant  la  majeure  partie  de  Talcool,  puis 
refroidissant,  un  second  produit,  suivi  d  un  troisienie  produit  ob- 
tenu  d  une  maniere  analogue.  Leur  poids  total  etait  d  environ 
i()0  gr. ,  de  sorte  que  le  rendement  total  de  matiere  cristallisee 
de  nouveau  s'est  eleve  a  plus  de  80^/0  de  celui  donne  par  le 
calcul.  D  une  part,  le  produit  principal  se  montra  toujours  par- 
faitement  pur:  mais,  de  leur  cote,  les  produits  tires  de  leau-mere 
contenaient  ordinairement  de  tres  petites  quantites  de  phtalimide, 
qu  on  pouvait  reconnaitre  soit  par  le  dosage  de  1  azote  (savoir 
de  4.67  a  4,71  ^/o  d  azote  au  lieu  de  4,59^/0,.,  soit  en  determinant 
le  point  de  fusion;  en  faisant  dissoudre  dans  le  benzole  et  trai- 
tant  comme  on  la  fait  plus  haut,  on  pouvait  evidemment  en 
obtenir  aussi  un  produit  tout  a  fait  pur. 

Lanah'se  de  preparations  pures  a  letat  sec  a  donne  les 
resultats  que  voici: 

Kn  dosant  la  quantite  d'azote  (operation  pour  laquelle  ici  comme 
dans  tous  les  dosages  d'azote  dont  parle  ce  memoire,  on  a  employe 
la  methode  de  Kjeldahl),  0,3507  grammes  de  la  preparation  A  ont 
donne  une  quantite  d'ammoniaque  qui  repondait  a  16.38  centimetres 
cubes  dune  solution  d  hyposulfite  (0,9815  x  ^lu)  (4,58%  d'azote). 

08', 3690  de  la  preparation  B  equivalaient  a  17 '^^,18  de  la  meme 
solution  dhyposulfite  (4,57^/0  d'azote). 

o*^',4259  de  la  preparation  C  equivalaient  a  19 ",62  dune  solu- 
tion d'hyposulfite  (norm,  au  ^/i*)  (4,61^0  d'azote). 

o^''.3548  de  la  preparation  D  correspondaient  a  16 '^'^,30  de  cette 
meme  solution  (4,59*^0  d'azote). 

o-',i907  de  la  preparation  A  ont  donne  0^^0824  d  eau  (4,80^0 
dhydrogene)   et  o^\^ii^    d'acide    carbonique    (58,84^/0  de  carbone). 

Calcule        Trouve 
Ci5       180         59.02         58.84 


H,5 

15 

4.92 

4.80 

Oe 

96 

31-47 

N 

M 

4.59 

4-58    4.57    4-6i    4-59 

305     100.00 

A  1  etat  pur,  Tether  phtalimidomalonique  fond  entre  73^8  et 
74^,0  (appareil  de  Roth  .  Cette  substance  se  dissout  tres  facile- 
ment  dans  le  benzole,  le  chloroforme,  Tether  acetique,  Tacetone 
et  1  alcool  chaud;  elle  est  un  peu  moins  soluble  dans  le  sulfure 
de  carbone  et  dans  Tether;  elle  est  assez  peu  soluble  dans  Tal- 
cool  froid,  et  elle  se  dissout  tres  difficilement  dans  Tether  de  pe- 
trole   et   dans    Teau  chaude;    dans  Teau  froide  elle  est  insoluble. 


Je  vais  terminer  par  quelques  remarques  relatives  au  precede 
ci-dessus  decrit  pour  la  preparation  de  I'ether  phtalimidomalonique 
pur.  La  principale  impurete  du  produit  brut  etant  le  phtalimide, 
substance  beaucoup  moins  soluble  dans  lalcool  chaud  que  Tether 
phtalimidomalonique,  on  pourrait  epurer  celui-ci  en  traitant  la 
matiere  brute  par  une  quantite  convenable  d'alcool  chaud,  qui 
laisserait  la  plus  grande  partie  du  phtalimide  non  dissoute.  Ce- 
pendant  cette  operation  ne  mene  pas  au  but;  car  en  refroi- 
dissant  la  solution  alcoolique,  du  phtalimide  cristallise  avec 
I'ether  phtalimidomalonique,  et  Ton  a  beau  renouveler  la  cristal- 
lisation  de  I'alcool,  on  ne  pent  pas  abaisser  la  quantite  d'azote 
notablement  (4,85 — 4,90%  d'azote).  Dans  un  seul  cas  la  re- 
cristallisation  pent  donner  un  produit  parfaitement  pur:  quand 
la  teneur  de  la  masse  en  phtalimide  est  extremement  petite, 
comme  cela  arrive  par  exemple  quand  on  a  traite  le  produit 
brut  par  le  benzole  d'apres  le  procede  ci-dessus  decrit;  car  alors 
tout  le  phtalimide  reste  dans  I'eau-mere  alcoolique. 

On  pourrait  aussi  chercher  a  eliminer  le  phtalimide  de  I'ether 
phtalimidomalonique  en  le  traitant  par  une  solution  d'hydroxyde 
de  sodium,  le  phtalimide  se  dissolvant  facilement  par  ce  liquide; 
cependant  il  est  impossible  d'operer  cette  separation;  car,  lui 
aussi,  I'ether  phtalimidomalonique  se  dissout  avec  une  facilite 
extreme  dans  une  solution  meme  etendue  d'hydroxyde  de  sodium, 
et  cela  a  la  temperature  ambiante  et  d'apres  Tequation  suivante: 

COOC.H5  COONa 

CHN<^0'^C6H,-f3NaOH-CHNHCOC6H4COONa-f2C2H50H. 
COOC2H5  COONa 

En  sursaturant   legerement  d'acide  chlorhydrique  la  solution 
obtenue,  on  fait  precipiter  I'acide  tribasique  correspondant : 
COOH 

CH-NHCO-CeH^COOH     » 

COO  H  ,    qui    n  est   guere   soluble   dans    leau. 

M.  Jessen -Hansen,  qui  dans  notre  laboratoire  s'occupe  des 
syntheses  des  acides  guanides,  a  egalement  rattache  a  ces  etudes 
celle  de  I'influence  de  la  cyanamide  sur  cet  acide  et  quelques- 
uns  de  ses  derives.  On  trouvera  done  dans  un  memoire  qui,  on 
I'espere,  ne  tardera  pas  a  sortir  de  ses  mains,  une  description 
plus  approfondie  de  cet  acide  et  de  ces  proprietes. 
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Au  moins  la  plus  grande  partie  du  phtalimide  present  dans 
le  produit  brut,  provenait  de  ce  que  i'ether  bromomalonique 
contenait  encore  du  bromure  d'hydrogene;  on  pouvait  done  en 
conclure  que  la  preparation  en  question  se  ferait  plus  facilement  si 
Ton  distillait  dans  le  vide  I'ether  bromomalonique  avant  de  s'en 
servir.  Or,  on  a  constate  qu'a  I'etat  brut  I'ether  phtalimido- 
malonique  qu'on  pouvait  obtenir  en  employant  I'ether  bromo- 
malonique distille  ne  contenait  qu'un  peu  de  phtalimide;  mais, 
comme  il  fut  egalement  impossible  d'obtenir  un  produit  par- 
faitement  exempt  de  phtalimide  en  traitant  ce  produit  brut  par 
une  simple  recristallisation  dans  I'alcool  (la  teneur  en  azote  etait 
de  4,66%)  et  que,  de  plus,  on  ne  pouvait  eviter  une  perte  en 
distillant  I'ether  bromomalonique,  j'ai  prefere  la  methode  prece- 
demment  decrite. 

A  I'etat  pur,  prepare  comme  on  I'a  decrit  plus  haut,  I'ether 
phtalimidomalonique  a  ete  lance  dans  le  commerce  par  C.-A.-F. 
Kahlbaum,  de  Berlin,  au  prix  de  i6  Reichsmark  les  lOO  grammes. 

2.    Ether  phtalimidosodomalonique : 

COOC2H5 

•    .  I^Na 

COOC2H5 

Ayant  choisi  un  ballon  de  ^/2  1.  muni  d'un  refrigerateut  a 
reflux,  dont  I'extremite  superieure  porte  un  tube  en  U  conte- 
nant  du  chlorure  de  calcium,  on  y  dissout  ^/s  at.  gr.  (4 ^'',6) 
de  sodium  brillant  dans  80  — 100  cent.  cub.  d'alcool  absolu 
recemment  distille.  La  quantite  totale  de  sodium  etant  dissoute, 
et  la  solution  ayant  encore  une  temperature  de  60 — 70^,  on 
y  ajouta  un  peu  plus  de  Vs  mol.  gr.  d'ether  phtalimido- 
malonique (63  gr.  au  Heu  de  61  gr.).  En  agitant  avec  precau- 
tion, et  chauffant  un  peu  au  besoin,  on  obtint  la  dissolution 
de  tout  I'ether  phtalimidomalonique,  et  le  liquide  brun  jaunatre 
ainsi  obtenu  ne  tarda  pas  a  deposer  le  phtalimidosodomalonate 
d'ethyle  sous  forme  de  poudre  jaune  a  gros  cristaux.  (II  est 
plus  avantageux  que  la  totalite  de  I'ether  phtalimidomalonique 
soit  dissoute  avant  que  le  compose  de  soude  commence  a  se 
deposer;    car   autrement   on   risque   de  voir  une  partie  de  I'ether 
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phtalimidomalonique  englobee  dans  la  combinaison  de  sodium 
et  soustraite  de  la  sorte  a  Taction  de  I'alcoolat  sodique.)  La 
combinaison  de  sodium  s'etant  deposee,  on  avait  une  bouillie 
epaisse,  d'oij  I'alcool  etait  completement  elimine  par  distillation 
dans  le  vide,  en  meme  temps  que  Fair  pur  et  sec  affluait  au- 
dessus  de  la  masse,  mais  pas  a  travers  elle.  On  chauffait  dans  le 
bain  d'huile,  et  au  debut  on  eut  a  proceder  avec  beaucoup  de 
precaution  pour  empecher  une  ebullition  trop  active ;  car  la  masse 
avait  une  tendance  aux  soubresauts;  mais  a  la  fin  la  temperature 
du  bain  se  trouva  entre  130  et  140^,  et  Ton  jugea  a  propos 
d'ecarter  les  dernieres  traces  d'alcool  en  suspendant  a  plusieurs 
reprises  I'aspiration  et  en  insufflant  dans  le  ballon  de  I'air  sec  et 
pur,  puis  en'  faisant  de  nouveau  le  vide.  Seche,  la  combinaison 
de  sodium  se  presentait  jaunatre  a  eclat  rougeatre.  En  pesant 
le  ballon,  on  pouvait  controler  la  disparition  de  tout  I'alcool. 

A  I'etat  sec  et  exempt  d'alcool,  I'ether  phtalimidosodomalo- 
nique  fut  aussitot  traite  par  la  combinaison  d'halogene  en  question, 
etme  procura  dans  tous  les  cas  que  j'ai  etudies  la  reaction  telle 
que  je  la  desirais;  mais  il  n'en  fut  pas  ainsi  quand  j'ajoutais  la 
combinaison  d'halogene  avant  de  distiller  I'alcool,  ou  bien  quand 
j'entreprenais  de  faire  la  reaction  dans  une  solution  alcoolique. 
La  raison  doit  certainement  en  etre  que  la  transformation 

COOCHs  COOC.H5 

I  /H  I     Na  " 

COOC2H5  COOC2H5 

est  reciproque  et  n'a  lieu  completement  de  gauche  a  droite  que 
quand  I'alcool  est  ecarte  par  la  distillation.  Dans  les  premieres 
experiences  que  j'ai  faites,  je  ne  connaissais  pas  encore  cet  etat 
de  choses,  et  c'est  pourquoi  je  laissais  la  reaction  se  produire 
dans  le  liquide  alcoolique;  la  combinaison  d'halogene  employee 
etait  le  7-bromopropylphtalimide,  et  comme  produit  de  la  reaction 
je  m'etais  en  consequence  attendu  a  obtenir  I'ether  phtalimido- 
y-phtalimidopropylmalonique  decrit  plus  loin  (voir  page  34). 

COOC,  H, 
I  /CH2  CH2  CH2  N  <^Q>  Cfi  H^ 

COOCH,. 
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Toutefois  on  n'a  pu  isoler  de  la  masse   engendree  par  cette 

reaction  qu'environ  40%  de  la  quantite  a  laquelle  on  avait  estime 

cette  combinaison;  le  reste  constituait  une  huile  qu'on  ne  reussit 

pas    a    faire    cristalliser    et    qui    consistait    probablement    en    un 

melange    d'ether    phtalimidomalonique   non    transforme    et   de   la 

CO 
combinaison  C2  H5  OCH2  CHg  CH^  N<pQ>  Cq  H4,  due  a  Taction 

de  I'alcoolat  de  sodium  sur  le  y-bromopropylphtalimide,  car  le 
dedoublement  par  I'acide  chlorhydrique  donnait  de  la  glycine 
(pesee  et  analysee  sous  forme  d'acide  hippurique)  en  proportion 
repondant  approximativement  a  ce  qu'on  aurait  pu  attendre  si 
I'huile  avait  contenu  a  I'etat  non  transforme  env.  60 Vo  de  la 
quantite  employee  d'ether  phtalimidomalonique.  Dans  une  autre 
experience  la  reaction  se  produisit  entre  I'ether  phtalimidomalonique 
et  le  2'-bromopropylphtalimide  en  presence  dun  exces  notablement 
fort  d'alcool  (on  employa  ^/lo  mol.  gr.  des  substances  en  question, 
soit  la  moitie  des  doses  precitees  et  300  cc.  d'alcool);  mais  aussi 
le  rendement  se  borna  a  4 — 5  gr.  d'ether  phtalimido-;'-propylphtali- 
midomalonique,  soit  seulement  env.  10 Vo  de  la  quantite  calculee; 
le  reste  consistait  en  une  huile  qui  sans  doute  contenait  de 
I'ether  phtalimidomalonique  non  transforme;  car,  traite  par  une 
solution  d'hydroxyde  de  soude,  et  puis  par  I'acide  chlorhydrique, 
il  fournit  une  abondante  quantite  (qui  pourtant  ne  repondait  pas 
tout  a  fait  au  calcul)  de  I'acide  tribasique  susmentionne  (p.  9): 

COOH 

CH-NH-CO-CeH^.COOH 
I 
COOH 

L'autre  element  de  I'huile  consiste-t-il  reellement  dans   la  com- 

CO 
binaison  CgHfiO  •  CH2- CH.^- CHg- N<pQ>  Ce  H4.?    je    n'en    ai 

fourni  aucune  preuve,  mais  les  vraisemblances  vont  dans  ce  sens. 
Parmi  les  nombreuses  syntheses  ayant  pour  point  de  depart 
I'ether  malonique  et  effectuees  sans  production  d'ether  sodomalo- 
nique  exempt  d'alcool,  on  en  trouve  beaucoup  qui  sont  loin  de 
donner  un  rendement  satisfaisant,  et  il  est  tres  probable  qu'on 
pourrait  modifier  le  resultat  en  effectuant  la  reaction  sans  alcool. 
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II.    Phenylalanine: 

CH2  •  Cg  Hg 


CH . NH2 


COOH. 

Ce  furent  E.  Schulze  et  J.  Barbieri^)  qui  les  premiers 
obtinrent  la  phenylalanine  de  germes  de  lupin  etioles,  et  tous 
les  deux  presque  simultanement^)  en  prouverent  I'existence  parmi 
les  produits  de  la  decomposition  d'une  substance  proteique  tiree 
de  graines  de  citrouille,  produits  obtenus  par  ebullition  avec 
retain  et  I'acide  chlorhydrique.  Voici  quelque  deux  ans  que, 
recourant  au  precede  Fischer^)  pour  separer  les  produits  du 
dedoublement  des  proteines  en  fractionnant  dans  le  vide  les  di- 
vers ethers,  E.  Fischer  et  ses  collaborateurs  ont  signale  la 
phenylalanine  comme  produit  constant  de  la  decomposition  de 
nombreuses  et  differentes  substances  proteiques*)  et  par  la  appele 
I'attention  sur  la  place  eminente  occupee  par  la  phenylalanine 
dans  I'etude  des  substances  proteiques. 

La  phenylalanine  racemique  fut  deja  en  1882  preparee  syn- 
thetiquement  par  E.  Erlenmeyer  et  A.  Lipp^),  qui  prirent 
pour  point  de  depart  la  phenylaldehyde.  Plus  tard  J.  PlbchP) 
en  fit  autant  en  partant  du  produit  de  la  condensation  de  I'acide 
hippurique  et  de  la  benzaldehyde  et  profitant  d'une  reaction 
dont  I'explication  claire  et  complete  est  due  aux  travaux  tout 
recents  de  E.  Erlenmeyer  jeune  et  J.  Kunlin^).  Enfin, 
E.  Erlenmeyer  jeune  ^)  a  prepare  la  phenylalanine  soit  en 
reduisant  I'oxime  de  I'acide  phenylpyruvique : 

Ce  H5  •  CH2  •  C  •  COOH 
N-OH, 


^)  Ber.  d.  deutsch.   chetn.  Ges.   XII,    1924    (1879),   ^IV,    1785   (1881),    et  Journ. 

pr.  Chetn.   [2]  XXVII,   337  (1883). 
^)  Ber.  d.  deutsch.  chem.  Ges.  XVI,    1711   (1883). 
»)  ibid.  XXXIV,  433  (1901). 
'')  Zeitschr.  physiol.  Chem.  XXXIII,    [51   (1901),   XXXIII,    177  (1901),   XXXIIl, 

412  (1901),  XXXV,   70  (1902),  et  XXXVI,  268  (1902). 
*)  Ber.  d,  deutsch.  chem.  Ges.  XV,    1006  (1882),    et  Liebigs  Ann.   CCXIX,    187 

(1883). 
«)  Ber.  d.  deutsch.  chem.  Ges.  XVII,    1623  (1884). 
^)  Liebigs  Ann.  CCCVII,    146  (1899). 
«)  ibid.  CCLXXI,    169  (1892),  et  CCLXXV,   17  (1893). 


14 

soit  en  reduisant  I'acide  benzoylaminocinnamique 

CgHs-CH  :=  C-COOH 

NH-CO-CeHs, 

et  dedoublant  par  I'acide  chlorhydrique  la  benzoyle-phenylalanine 
formee : 

C6H5-CH2-CH-COOH 
I 
NH-CO-CeHs. 

Comme  I'acide  benzoylaminocinnamique  est  assez  facile  a  obtenir 
par  la  condensation  de  I'acide  hippurique  avec  la  benzaldehyde 
en  presence  de  I'acetate  de  soude  et  de  I'acide  acetique  anhydre, 
si  Ton  dissout  le  produit  de  cette  condensation: 

Cg  H5  •  CH  -  C  .  CO 

V 
N-CO-CgHs 

dans  une  solution  d'hydroxyde  de  soude,  et  qu'ensuite  on  preci- 
pite  par  I'acide  chlorhydrique,  —  ce  dernier  moyen  constitue  le 
plus  commode  des  procedes  jusqu'ici  connus  pour  preparer  la 
phenylalanine  racemique,  et  E.  Fischer  et  A.  Mouneyrat^) 
s'en  sont  servis  avec  avantage  en  dedoublant  la  benzoyle-phenyl- 
alanine racemique  en  ses  composants  actifs.  Cependant  le  pro- 
cede  ci-dessous  decrit,  deja  esquisse  dans  I'introduction  a  ce  me- 
moire,  donne  un  excellent  rendement  et  me  parait  tout  aussi 
simple,  depuis  que  I'ether  phtalimidomalonique  est  devenu  article 
de  commerce. 


1.    Ether  benzylphtalimidomalonique : 

COOC2H5 

COOC2  H5 

Dans  un  ballon  d'^/2  1.  muni  d'un  tube  refrigerant  a  re- 
flux, au  haut  duquel  etait  installe  un  tube  en  U  charge  de 
chlorure  de  calcium,  on  traita  dans  le  bain  d'huile  et  entre  150  et 


Ber.  d,  deutsch.  chem.  Ges.  XXXIII,  2383  (1900). 
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i6o^  ^)  ^/s  mol.  gr.  d'ether  phtalimidosodomalonique  (voir  p.  lo) 
par  40  gr.  de  chlorure  de  benzyle  (calcule  25«'^,3).  Au  bout 
de  deux  heures  de  chauffage,  la  reaction  etait  assez  avancee  pour 
qu'on  put  reduire  en  morceaux  en  I'agitant  la  croute  de  com- 
pose sodique,  et  quand  on  eut  chauffe  pendant  6  heures  en  re- 
petant  I'agitation,  on  vit  le  tout  former  une  masse  presque 
gelatineuse,  assez  pateuse  et  melee  de  chlorure  de  sodium,  qui 
n'avait  plus  de  reaction  alcaline  sur  le  papier  curcuma  humide. 
L'exces  de  chlorure  de  benzyle  fut  ensuite  separe  par  distillation 
a  la  vapeur,  et  le  residu,  huile  jaune,  fut  mele  d'eau  chaude  et 
verse  dans  une  capsule,  oii  il  ne  tarda  pas  a  se  figer  en  cristaux. 
La  masse  cristalline,  un  peu  plastique,  fut  pilee  et,  une  fois  bien 
refroidie,  filtree  et  purgee  de  chlore  par  un  lavage  a  I'eau  froide; 
le  rendement  en  produit  seche  a  I'air  repondit  au  calcul. 

Pour  purifier  le  produit  brut,  on  en  fit  une  dissolution  dans 
200  cc.  d'alcool  chaud;  on  en  separa  par  filtration  quelques  flocons 
non  dissous,  et  qu'on  lava  par  2  X  20  cc.  d'alcool  chaud.  En 
refroidissant  bien  la  solution  alcoolique  obtenue,  et  remuant  fre- 
quemment,  on  fit  deposer  la  matiere  sous  forme  de  precipite  cri- 
stallin  d'un  blanc  pur,  ou  le  microscope  revela  de  belles  aiguilles 
incolores,  dont  quelques-unes  etaient  assez  grandes  pour  pre- 
senter des  prismes  tetraedriques,  parfois  combines  avec  une  py- 
ramide  quadrangulaire^).  La  masse  cristalline  fut  filtree  a  I'aspira- 
teur,  puis  trois  fois  lavee  par  aspiration  avec  une  quantite  totale 
de  200  cc.  d'alcool  refroidi  a  la  glace.  Le  rendement  du  premier 
produit  fut  d'environ  56  gr. ;  mais  apres  avoir  enleve  par  distilla- 
tion la  majeure  partie  de  I'alcool,  on  put  encore  retirer  de  I'eau- 
mere  et  de  la  ringure  alcoolique  7  a  8  gr.,  ce  qui  porta  le  rende- 
ment total  a  pres  de  80 Vo  du  calcule;  des  experiences  ou  j'ai 
opere  a  mi-dose,  m'ont  pourtant  rendu  un  peu  moins,  soit  70 — 
75  %  du  produit  calcule. 

Voici  le  resultat  de  I'analyse  des  preparations  sechees  a  I'air: 

08^,5269  de  la  preparation  A  (premier  produit)  donn^rent  au 
dosage  de  I'azote  une  quantite  d'ammoniaque  repondant  k  18*^^^,44 
d'une  solution  d'hyposulfite  norm,  au  ^/u  (3,50^/0  d'azote). 


^)  La  reaction  se  manifeste  deja  entre  135  et  140**  dans  le  bain  d'huile,   mais  elle 

est  assez  lente. 
')  Recristallise  dans  une  grande  quantite  d'alcool  lentement  refroidi,  le  compose 

se  deposa  sous  forme  de  beaux  prismes  tetraedriques  et  a  4  pans,  ordinairement 

obliquement  tronques. 
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o?\37io    de    la   preparation  B    (premier   produit)    repondaient   a 
,85   de  la  meme  solution  d'hyposulfite  (3,46  V"  d'azoteV 
0^^4350    de    la    preparation    C    (second    pro( 
i5^'=,oo  de  cette  meme  solution  (3,45^/0  d'azote). 


u^  f^jLU      uc     Id      ^i.cjJciictLiuii     XJ      y^is^iLii^L      ^iKj\j.u.n.j     icpuinjcin: 

,85   de  la  meme  solution  d'hyposulfite  (3,46%  d'azote). 
0^^4350    de    la    preparation    C    (second    produit)    repondaie 
,00  de  cette  meme  solution  (3,45^/0  d'azote). 
0^^2090  de  la  preparation  B  donnerent  o&'',o98i   d'eau  (5,22^/0 
d'hydrogene)  et  0^^5108    d'acide   carbonique   (66,65^/0  de   carbone). 

Calcule  Trouve 

C22     264        66,84  66,65 

H21       21  5,32  5,22 

Oe        96        24,30 

N         14        3,54  3,50       3,46      3,45 
395     100,00 

Dans  I'appareil  Roth  Tether  benzylphtalimidomalonique  fond 
entre  105  et  106^;  mais  il  se  contracte  deja  a  quelques  degres 
au-dessous.  Le  compose  est  tres  soluble  dans  le  chloroforme,  le 
benzol  et  ralcool  chaud,  assez  soluble  dans  I'ether,  peu  soluble 
dans  I'alcool  froid  et  Tether  petroleique  chaud,  tres  peu  soluble 
dans  cet  ether  froid,  presque  insoluble  dans  Teau  chaude,  et  in- 
soluble dans  Teau  froide. 

Si  Ton  traite  Tether  benzylphtalimidomalonique  par  une  forte 
dose  d'acide  chlorhydrique  ou  de  bromure  d'hydrogene,  la  com- 
binaison  se  dissoudra  petit  a  petit  en  se  dedoublant;  mais  la 
dissolution  est  tres  lente,  surtout  a  une  temperature  assez  haute 
pour  fondre  Tether.  Le  dedoublement  se  produit  beaucoup  plus 
aisement  si,  scindant  Toperation,  Ton  commence  par  traiter  la 
combinaison  par  une  solution  d'hydroxyde  de  sodium,  qui  la 
transforme  en  sel  de  sonde  de  Tacide  phtalamique-benzylmalonique 
tribasique,  et  qu'ensuite  on  dedouble  cet  acide  en  le  chaufifant 
avec  de  Tacide  chlorhydrique  (voir  les  reactions  p.  3).  Ces  deux 
transformations  se  produisent  avec  une  extreme  facilite,  et  quand 
on  prepare  la  phenylalanine,  il  n'est  pas  necessaire  de  preparer 
a  Tetat  de  purete  le  susdit  acide  tribasique,  qui  est  presque  in- 
soluble dans  Tacide  chlorhydrique  faible,  mais  est  au  contraire 
assez  soluble  dans  Teau  froide.  11  suffit  parfaitement  de  pre- 
cipiter,  par  un  leger  exces  d'acide  chlorhydrique,  Tacide  tri- 
basique de  la  solution  obtenue  en  traitant  par  une  lessive  de 
soude  Tether  benzylphtalimidomalonique,  apres  quoi  Ton  fait 
avec  Taspirateur  plusieurs  lavages  a  Tacide  chlorhydrique  etendu, 
et  le  purge  ainsi  de  son  sel  de  cuisine.  De  la  sorte  on  ne 
perd    pour    ainsi    dire    rien    et,     terminant    par    un    bain    d'eau. 
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Ton  decompose  I'acide  par  I'acide  chlorhydrique  etendu  (voir 
d'ailleurs  ce  qui  ce  passe  durant  la  preparation  de  la  phenylala- 
nine, p.  19). 

2.    Acide  phtalamique-benzylmalonique  tribasique: 

COOH 

'y^NH-CO.C6H4-COOH 
COOH. 

Pour  le  preparer  a  I'etat  pur,  on  a  traite  ^/2o  mol.  gr.  (i9'S7) 
d'ether  benzyl-phtalimidomalonique  par  50  cc.  de  lessive  de  soude 
5 -norm.,  au  bain-marie,  dans  un  petit  matras  conique.  Ayant  chauffe 
durant  i  heure  ou  1^/2,  on  constata  le  dedoublement  complet  de 
la  combinaison  primitive  et,  au  lieu  de  la  masse  volumineuse  de 
Tether  employe,  on  trouva  un  precipite  granule  cristallin  du  sel 
sodique  de  I'acide,  precipite  peu  soluble  dans  la  solution  con- 
centree  d'hydroxyde  de  sodium,  mais  assez  soluble  dans  I'eau. 
II  etait  done  aise  de  decider  si  la  reaction  etait  terminee  ou  non; 
pour  cela,  il  suffisait  d'essayer  si  un  echantillon  dudit  precipite 
donnait  dans  I'eau  une  solution  claire  ou  louche.  La  transforma- 
tion achevee,  on  refroidit,  en  terminant  a  I'eau  de  glace,  apres 
quoi  on  ajouta  de  la  glace  et  neutralisa  par  I'acide  chlorhydrique 
norm,  frappe;  puis  on  enleva  par  filtration  les  flocons  non  dis- 
sous.  Le  liquide  fut  refroidi  a  la  glace  en  remnant,  et  precipite 
en  y  versant  petit  a  petit  50  cc.  d'acide  chlorhydrique  5 -normal 
frappe  a  la  glace;  puis  on  ajouta  encore  50  cc.  d'acide  chlor- 
hydrique concentre.  Grace  a  cette  operation  la  majeure  partie 
de  I'acide  en  question  se  deposa  sous  la  forme  d'une  masse 
huileuse  qui,  sejournant  dans  I'eau-mere  et  refroidie  a  I'eau  de 
glace  durant  deux  heures,  se  figea  en  cristaux.  En  meme  temps 
une  petite  quantite  se  deposa  dans  I'eau-mere  sous  forme  de  cris- 
taux acicules,  ou  un  fort  grossissement  fit  voir  des  prismes  a  4  pans 
bien  developpes.  On  mit  la  croute  cristalline  dans  un  mortier 
et  la  pulverisa;  le  produit  fut  filtre  et  delivre  de  son  sel  de 
cuisine  par  un  quintuple  lavage  a  I'aspirateur  avec  de  I'acide 
chlorhydrique  2-norm.,  ce  qui  n'emporta  que  tres  peu  de  I'acide; 
maintenant  I'acide  put  servir  directement  a  preparer  la  phenyl- 
alanine   (voir  p.  19);    il  va   de  soi  qu'en  preparant  I'acide  pur  on 
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dut  le  laver  ulterieurement  a  I'eau  frappee  pour  lui  enlever  I'acide 
chlorhydrique.  On  obtint  13^^/  d'acide  seche  a  I'air;  mais  le 
liquide  de  lavage  (env.  400  cc.)  traite  par  130  cc.  d'acide  chlor- 
hydrique concentre  et  refroidi  a  la  glace,  donna  un  second  pro- 
duit  qui,  dument  lave  a  I'eau,  devint  pur  et  qui,  seche  a  I'air, 
pesait   i^^o;  le  rendement  total  fut  done  82%  du  calcule. 

Voici  le  resultat  de  I'analyse  des  preparations  sechees  a  I'air: 

o^S3o53  de  la  preparation  A  (premier  produit)  donn^rent  par  le 
dosage  de  I'azote  une  quantite  d'ammoniaque  repondant  a  12^^,05 
d'une  solution  d'hyposulfite  de  sodium  norm,  au  ^/u  (3,95  Vo  d'azote). 

0^^,2334  de  la  preparation  B  (premier  produit)  repondaient  a 
9c<=,i5   de  cette  solution  (3,92  %  d'azote). 

og'^,3505  de  la  preparation  C  (second  produit)  repondaient  a 
i3"575  de  cette  meme  solution  (3,92^0  d'azote). 

0^^,1931  de  la  preparation  A  donndrent  0^^,0738  d'eau  (4,25^/0 
d'hydrog^ne)    et  0^^,4294  d'acide   carbonique   (60,64^/0  de  carbone). 


Calcule 

Trouve 

C18 

216 

60,50 

60,64 

Hi5 

15 

4,20 

4,25 

0, 

112 

31,38 

N 

14 

3,92 

3,95 

357 

100,00 

3,92     3,92 


Enfin,  os»'^i903  de  la  preparation  B,  titres  par  de  la  phenolphta- 
leine  et  de  I'hydroxyde  de  baryum  (0,0996  X  norm.),  en  exig^rent 
1 6  ",00;  calcule  a  i6c'=,o6. 

Chauffe  rapidement  dans  un  tube  capillaire  au  bain  de  glyce- 
rine-^), I'acide  fond  en  degageant  de  I'air  entre  160^  et  165^. 


3.    Phenylalanine : 

CH2  •  Ce  H5 

CH  .  NH2 
i 
COOH. 

omoigr^i    (39gr,5)    d'cthcr    benzyl -phtalimidomalonique    ayant 
ete    transforme    par  le   procede    ci-dessus   (voir  p.  17)   en   acide 


^)  Ici  comme  dans  les  cas  suivants,  cette  operation  comprend  un  chauffage, 
qui  lient  durant  quelques  instants,  a  une  vingtaine  de  degres  au-dessous  du 
point  de  fusion,    puis   une   elevation    de    temperature    d'env.  10 "^  par   minute. 
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phtalamique-benzylmalonique  tribasique,  qu'on  lave  d'abord  avec 
de  I'acide  chlorhydrique  2-normal,  et  ensuite  avec  le  jet  d'une  pis- 
sette  on  fait  passer  le  precipite  dans  un  ballon  (de  1^/2  litre),  en 
employant  env.  V2  1.  d'eau;  on  y  ajoute  50  cc.  d'acide  chlorhy- 
drique concentre.  On  place  le  ballon  au  bain-marie  bouillant, 
et  •  obtient  peu  a  peu,  avec  degagement  d'acide  carbonique, 
une  solution  parfaitement  claire.  Quand  on  a  chauffe  pendant 
deux  heures,  on  ajoute  300  cc.  d'acide  chlorhydrique  concentre, 
qui  ne  produisent  plus  de  precipite,  et  Ton  poursuit  le  chauf- 
fage  durant  une  heure  pour  parfaire  la  reaction.  Puis  le  li- 
quide  est  evapore  dans  une  capsule  en  porcelaine  au  bain-marie 
jusqu'a  consistance  d'une  bouillie  assez  epaisse.  On  refroidit  a 
I'eau  de  glace,  puis  extrait  du  produit  obtenu  le  chlorhydrate 
de  phenylalanine,  par  une  quantite  aussi  faible  que  possible 
d'eau  refroidie  a  zero.  L'acide  phtalique  qui  restait  subit  alors 
un  quintuple  lavage  avec  une  quantite  d'eau  a  la  glace  me- 
surant  150  cc.  en  tout,  ce  qui  le  laissait  presque  absolument 
exempt  de  chlore  et  lui  donnait  a  I'etat  sec  un  poids  de  14  gr. 
(env.  84%  des  16^^,6  calcules).  La  solution  de  phenylalanine 
chlorhydrique  ayant  ete  additionnee  de  60  cc.  d'eau  ammonia- 
cale  5-normale,  en  rendait  manifestement  I'odeur.  Evapore  dans 
une  large  ^)  capsule  de  porcelaine,  elle  passa  a  I'etat  de  bouillie 
epaisse,  qu'on  refroidit,  puis  traite  par  100  cc.  d'eau  frappee  a 
la  glace,  en  ecrasant  bien  les  grumeaux  qui  pourraient  s'y  pre- 
senter. Ayant  ainsi  fait  dissoudre  le  chlorure  d'ammonium,  on 
fit  passer  sur  un  filtre  la  phenylalanine  et  lava  a  I'aspirateur 
avec  de  I'eau  frappee.  On  en  tira  1 1  gr.  de  phenylalanine 
sechee  a  I'air;  mais  en  evaporant  les  eaux-meres  et  traitant  le 
residu  comme  ci-dessus.  on  obtint  un  second  produit  qui,  sec, 
pesait  env.  3  gr.,  en  sorte  que  le  rendement  complet  depassait 
les  80  Vo  du  resultat  calcule.  La  phenylalanine  brute  etait  pure 
a  tres  peu  pres;  on  acheva  de  la  purifier  en  la  dissolvant  dans 
I'eau  chaude,  la  debarrassant,  chaude  encore,  d'une  trace  d'hy- 
droxyde  de  fer  dii  a  l'acide  chlorhydrique  employe,  puis  eva- 
porant le  liquide  filtre  jusqu'a  cristallisation.  Le  refroidissement 
donna  de  beaux  cristaux  de  phenylalanine  en  feuilles  fines  a 
eclat  soyeux,  qu'on  separa  par  filtration,  lava  a  I'eau  froide  et 
qui,  seches  a  Fair,  pesaient  9  gr.    L'eau-mere  et  celle  du  lavage 


^)  Puisque  le  sel  ammoniac  grimpe  le  long  des  parois. 
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rendirent  encore  3  §'',5  par  une  evaporation  ulterieure  analogue, 
et  le  reste  put  etre  retire,  bien  qu'un  peu  moins  pur,  en  eva- 
porant  a  siccite  I'eau-mere,  ou  en  precipitant  par  I'acetate  de 
cuivre  la  solution  de  phenylalanine. 

L' analyse  des  preparations  sechees  a  I'air  donna  le  resultat 
suivant: 

0^^,2278  de  la  preparation  A  (premier  produit)  donn^rent  par  le 
dosage  de  I'azote  une  quantite  d'ammoniaque  correspondant  a  19^,35 
d'une  solution  d'hyposulfite  norm,  au  ^/i4  (8,49  ^/o  d'azote). 

os'',2  89o  de  la  preparation  B  (second  produit)  repondaient  a  24^'^,5o 
de  la  meme  solution  d'hyposulfite  (8,48  %  d'azote). 

o^'',i584  de  la  preparation  A  donn^rent  0^^^,0935  d'eau  (6,56^0 
d'hydrog^ne)   et  og'',38o5  d'acide   carbonique   (65,51  Vo  de  carbone). 


Calcule 

Trouve 

Ca 

108 

65,45 

65,51 

Hix 

II 

^.^7 

6,56 

0, 

32 

19,39 

N 

14 

8,49 

8,49 

8,48 

i6s 

100,00 

Chauffes    rapidement    dans    des   tubes  capillaires,    les    deux 

produits  ci-dessus,    apres  s'etre  contractes,  fondirent  un  peu  au- 

dessus  de  270*^  (corr.)  (entre  271   et  273^),  en   degageant   beau- 
coup  d'air. 

III.    Acide  «-aminoadipique: 

COOH 

i 
CHo 

I 
CH2 

I 
CH  •  NH2 

I 
COOH. 

Dans  un  des   travaux   sur  les   decompositions   des    proteines 
par  lesquels  il  a  ouvert  la  voie,   A.  KosseH)   englobe   dans   la 


^)  Zeitschr.  physiol.  Chera.  XXV,    175  (1898). 
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denomination  commune  d7iexo^es  les  quatre  produits  importants 
de  ces  decompositions  ayant  six  atomes  de  carbone  en  une 
molecule:  leucine  (Cr  H13  NO2),  lysine  (Cg  Hi 4  N^,  O2),  histidine 
(Cg  He,  N3  O2)  et  arginine  (C6H14N4O2),  et  designe  du  terme 
commun  de  dases  hexoniqiies  les  trois  dernieres  de  ces  substances 
(arginine,  histidine  et  lysine),  dont  le  caractere  basique  est  pro- 
nonce.  Kossel  assigne  a  ces  hexones,  parmi  les  produits  de  la 
decomposition  des  proteines,  une  place  importante  analogue  a 
celle  qu'occupent  les  hexoses  parmi  les  produits  du  dedoublement 
des  polysaccharides,  et  il  etablit  certains  paralleles  tres  justes 
entre  les  substances  proteiques  et  les  hexones  d'une  part,  et  les 
polysaccharides  et  les  hexoses  d'autre  part.  En  terminant,  il  fait 
aussi  remarquer  combien  il  serait  interessant  de  pouvoir  prouver 
qu'a  I'instar  des  hexoses,  les  hexones  renferment  six  atomes  de 
carbone  lies  entre  eux  par  series.  Sur  ce  dernier  point  ce- 
pendant,  il  me  semble  que  les  hexones  et  hexoses  se  ressem- 
blent  peu;  car  ni  la  leucine  ni  I'arginine  n'ont  six  atomes  com- 
bines entre  eux  par  serie;  la  constitution  de  I'histidine  est  tout 
a  fait  inconnue,  et  la  lysine  seule  pent  etre  supposee  avoir  ses 
atomes  de  carbone  disposes  comme  dans  les  hexoses.  Abstrac- 
tion faite  de  cela,  je  ne  sache  pas  qu'en  somme  on  ait  donne 
une  preuve  solide  que  dans  les  produits  de  la  decomposition 
des  proteines  les  atomes  de  carbone  presenteraient  des  combi- 
naisons  par  series  de  six.  C'est  ainsi  que,  si  dune  part  la 
leucine  (acide  ft-aminoisobutylacetique)  se  trouve,  comme  nous 
I'avons  vu  plus  haut,  parmi  les  plus  importants  produits  de  la 
decomposition  proteique,  I'acide  aminocaproique  normal  n'a  ja- 
mais encore  ete  decouvert  en  dedoublant  les  substances  protei- 
ques, et  tandis  que  les  acides  asparaginique  et  glutaminique  ap- 
partiennent  aux  produits  de  decomposition  les  plus  frequemment 
rencontres  et  connus  depuis  le  plus  longtemps,  on  ignore  com- 
pletement  I'acide  a-aminoadipique  qui  devrait  former  le  compose 
analogue.  Jai  done  pense  qu'il  pourrait  y  avoir  interet  a  de- 
couvrir  les  proprietes  de  cet  acide,  facile  a  obtenir  d'apres  le 
procede  ci-dessous,  deja  decrit  sommairement  dans  lintroduction 
de  ce  memoire.  Parmi  ces  proprietes,  on  se  contentera  de  men- 
tionner  ici  qu'il  est  considerablement  moins  soluble  dans  I'eau 
que  les  acides  asparaginique  et  glutaminique  racemiques,  et 
si  Ton  pent  s'attendre  a  ce  qu'a  I'instar  des  acides  aspara- 
ginique  et   glutaminique,   les   modifications   optiquement   actives 
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sont  moins  solubles  que  le  type  racemique  correspondant,  il  est 
probable  qu'on  n'aura  guere  de  peine  a  decider  si  I'acide  a-ami- 
noadipique  se  trouve  ou  manque  parmi  les  produits  de  la  de- 
composition des  proteines. 

1.    Ether  butyronitrile-phtalimidomalonique. 

COOC.H5 
I     CH2CH,CH2CN 

^\N<^g>CeH, 
COOC2H5 

Dans  un  ballon  d'^/2  litre,  muni  d'un  tube  refrigerant  a  re- 
flux surmonte  d'un  tube  en  U  contenant  du  chlorure  de  calcium, 
on  traita  dans  le  bain  d'huile,  a  env.  160^,  ^/s  mol.  gr.  d'ether 
phtalimido-sodomalonique  (v.  p.  10)  par  40  gr.  de  y-chlorobutyroni- 
trile^)  (calcule  21  gr.).  Cette  masse  ayant  ete  chauffee  durant 
V2 — I  heure,  donna  des  signes  de  modification;  mais  elle  etait 
encore  tres  pateuse  et,  pour  I'amener  a  une  parfaite  fluidite,  il 
fallut  la  chauffer  pendant  aussi  longtemps  et  I'agiter  a  diverses 
reprises,  ce  qui  n'en  laissa  pas  moins  ga  et  la  de  petits  gru- 
meaux  de  la  composition  sodique  isoles  et  echappant  a  la  reac- 
tion. Un  echantillon  qu'on  en  leva  brunit  fortement  le  papier 
curcuma  humide  Pour  atteindre  la  reaction  neutre,  il  fallut 
chauffer  ulterieurement  pendant  3  ou  4  heures,  entre  160  et 
165^^).  —  L'exces  de  y-chlorobutyronitrile  fut  ensuite  enleve  par 
distillation  a  la  vapeur  d'eau,  et  Thuile  jaune  qui  resta,  fut  trans- 
vasee  avec  de  I'eau  chaude  dans  une  capsule,  011  elle  ne  tarda 
pas  a  se  figer  en  cristaux.  Completement  refroidie,  la  croute 
cristalline  fut  pulverisee,  puis  filtree  a  I'aspirateur,  et  enfin  lavee 
a  I'eau  froide  pour  enlever  le  chlore.  Le  rendement  en  produit 
sec  repondit  au  calcul. 

Pour  la  purification,  le  produit  brut  fut  dissous  en  200  cc. 
d'alcool  chaud;  par  filtration  on  le  debarrassa  de  quelques  flo- 
cons    non    dissous,    qui    furent    laves    avec    3  X  15    cc.    d'alcool 

^)   S.  Gabriel:   Ber.   d.   deutsch.   chem.   Ges.   XXIII,    1771   (1890). 

^)  L'emploi  d'une  temperature  d'un  peu  plus  de  180°  a  exerce  une  influence 
accelerante  sur  la  reaction,  de  sorte  qu'alors  celle-ci  s'est  terminee  plus 
vite;  mais,  en  retour,  le  rendement  fut  moins  bon,  et  la  matiere  un  peu 
coloree,   meme  apres  une  nouvelle  cristallisation. 
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chaud.  En  refroidissant,  en  dernier  lieu  a  I'eau  glacee,  la  solu- 
tion alcoolique  ainsi  obtenue,  et  en  remuant  frequemment,  on 
vit  la  nitrile  se  deposer  sous  forme  d'un  beau  precipite  blanc, 
a  grains  cristallins,  dont  le  microscope  revelait  I'aspect  tres  ir- 
regulier:  un  melange  de  types  lamelleux,  entremeles  de  combi- 
naisons  en  pyramides  et  prismes  bien  definis,  bien  qu'en  general 
les  formes  fussent  fragmentaires.  La  masse  cristalline  fut  separee 
de  I'eau-mere  par  aspiration,  puis  lavee  trois  fois  a  I'aspirateur 
avec  de  I'alcool  refroidi  a  la  glace.  Le  premier  produit  donna 
un  rendement  de  54— 56gr. ;  mais  en  evaporant  jusqu'a  un  petit 
volume  I'eau-mere  et  I'alcool  de  lavage,  on  obtint  encore  4  a 
6  gr. ,  en  sorte  que  le  rendement  total  fut  environ  80%  de  la 
quantite  calculee^);  pourtant,  des  experiences  oil  je  n'operais 
qu'a  mi -doses,  m'ont  donne  un  rendement  un  peu  moindre, 
savoir  70 — 75  %  de  la  quantite  calculee. 

Voici  le  resultat  de  I'analyse  des  preparations  sechees  a  I'air: 

o?^,  1567  de  la  preparation  A  (premier  produit)  donn^rent  au 
dosage  de  I'azote,  une  quantite  d'ammoniaque  repondant  k  ii<=*^,88 
d'une  dissolution  d'hyposulfite  de  sodium  norm,  au  ^/u  (7,58  Vo 
d'azote). 

0^^,2463  de  la  preparation  B  (premier  produit)  repondaient  a 
i8'^*^,74de  la  meme  solution  d'hyposulfite  (7,61  V^  d'azote). 

0=^3274  de  la  preparation  C  (second  produit)  repondaient  a  24*^^,96 
de  la  m^me  solution  d'hyposulfite  {7,62  ^/o  d'azote). 

05^^1950  de  la  preparation  A  donn^rent  0^^0981  d'eau  (5,59^/0 
d'hydrog^ne)  et  o»'',4397   d'acide    carbonique   (61,49%  ^^   carbone). 


Calcule 

Trouve 

L]^  9     22o 

61,29 

61,49 

H20       20 

5,38 

5,59 

Oe        96 

25,80 

N2        28 

7,53 

7.58 

372 

100,00 

7,61     7,62 


^)  Apres  cette  operation,  reau-mere  contenait  encore  une  certaine  proportion 
de  nitrile;  c'est  ce  qu'on  a  observe  en  eliminant  par  distillation  I'alcool  et 
preparant  de  I'huile  restante  I'acide  a-aminoadipique,  par  le  procede  decrit 
dans  la  suite.  C'est  ainsi  que  de  46  gr.  d'huile  (petites  quantites  formant  les 
restes  de  differentes  preparations  de  nitrile)  j'ai  obtenu  6,8  gr.  d'acide  a-ami- 
noadipique brut  qui,  apres  decoloration  de  sa  solution  faiblement  acidulee  par 
I'acide  chlorhydrique  au  moyen  du  noir  animal,  m'ont  donne  5  gr.  d'acide 
cristallise  de  nouveau  et  pur;  46  gr.  de  nitrile  pure  correspondent  a  env. 
20  gr.   d'acide  a-aminoadipique. 
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Dans  I'appareil  de  Roth  la  nitrile  fond  a  91^.  Elle  est  tres 
soluble  dans  le  benzol,  le  chloroforme,  I'acetone,  Tether  acetique 
et  Talcool  chaud,  assez  soluble  dans  Tether  et  Tacide  acetique 
glacial,  peu  soluble  dans  Talcool  froid,  tres  peu  soluble  dans 
Tether  de  petrole  et  dans  Teau  chaude,  et  insoluble  dans 
Teau  froide. 

La  nitrile  se  laisse  bien  scinder  par  un  traitement  a  Tacide 
chlorhydrique  concentre;  mais  la  reaction  n'est  que  faible  a  des 
temperatures  inferieures  au  point  de  fusion  de  la  nitrile,  et  a  des 
temperatures  superieures,  il  faut  frequemment  secouer  pour  que 
Tacide  chlorhydrique  attaque  volontiers  la  nitrile  fondue.  La 
scission  a  lieu  bien  plus  facilement  quand  on  dissout  d'abord  la 
nitrile  dans  une  solution  d'hydroxyde  de  sodium,  donnant  un 
sel  sodique  de  Tacide  tetrabasique : 
COOH 


C 


CH.CH.CH.COOH 


que  la  chaleur  dedouble  ensuite  en 


NH-CO.C6H4    COOH' 

COOH 

presence  de  Tacide  chlorhydrique  (voir  les  reactions  p.  4).  Ces 
deux  reactions  sont  presque  spontanees,  et  il  devient  superflu  de 
precipiter,  encore  moins  est-il  necessaire  de  preparer  pur  le  sus- 
dit  acide  tetrabasique:  la  solution  du  sel  sodique  pent  etre 
directement  sursaturee  d'acide  chlorhydrique;  car,  comme  la 
suite  le  fera  ressortir,  on  reussit  aisement  a  separer  Tacide  «-ami- 
noadipique  du  chlorure  de  sodium  qui  s'est  forme  en  meme  temps. 


2.    Acide  o-atninoadipique. 

Dans  une  grande  capsule  de  porcelaine  on  fit  dissoudre 
^/2o  mol.  gr.  (i8§'^,6)  d'ether  butyronitrile-phtalimidomalonique  en 
le  chauffant  au  bain-marie  avec  lOO  cc.  d'alcool.  A  la  solu- 
tion chaude  on  ajouta  par  portions  une  solution  chaude  de 
V5  mol.  gr.  (16  gr.)  d'hydroxyde  de  sodium  dans  100  cc.  d'eau. 
En  ajoutant  le  premier  quart  de  cette  solution  d'hydroxyde  de 
sodium.  Ton  vit  se  former  presque  instantanement  un  precipite 
peu  soluble  dans  Talcool,  mais  bien  soluble  dans  Teau  et  con- 
stituant  probablement  le  sel  sodique  de  Tacide 
COOH 

P^CH2CH2CH2CN 
I       NH.CO-C6H4.COOH 

COOH. 
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Lorsque,  au  bout  de  quelques  minutes,  on  ajouta  le  reste  de 
la  solution  d'hydroxyde  sodique,  tout  fut  dissous  et  donna  un 
liquide  limpide.  Un  chauffage  ulterieur  au  bain-marie  ne  tarda 
pas  a  donner  un  vif  degagement  d'ammoniaque.  En  prolon- 
geant  ce  chauffage  durant  2  heures  et  ajoutant  plusieurs  fois  de 
I'eau  pour  maintenir  constamment  le  volume  a  environ  200  cc.^ 
on  fit  presque  disparaitre  I'odeur  d'ammoniaque.  Ensuite  on 
versa  cette  solution  dans  un  matras,  avec  addition  de  150  cc. 
d'acide  chlorhydrique  concentre,  et  remit  le  tout  au  bain-marie^ 
ou  il  resta  deux  ou  trois  heures,  pendant  lesquelles  on  nota  un 
vif  degagement  d'acide  carbonique.  Puis  on  evapora  la  solution 
au  bain-marie  dans  une  capsule  en  porcelaine  jusqu'a  consi- 
stance  de  bouillie  claire  et,  tout  en  refroidissant  a  la  glace,  on 
traita  par  100  cc.  d'acide  chlorhydrique  au  titre  d'env.  33  ^/o 
(soit  4  volumes  d'acide  concentre  et  i  volume  d'eau).  A  ce 
degre  de  concentration,  cet  acide  ne  dissolvait  que  fort  peu 
de  chlorure  de  sodium  et  d'acide  phtalique,  mais  il  dissol- 
vait tres  facilement  le  chlorhydrate  de  I'acide  «-aminoadipi- 
que,  et  il  fut  possible  d'efifectuer  a  I'aspirateur  la  filtration  de 
cette  solution  a  travers  deux  couches  de  papier  durci  sans  que 
celui-ci  eclatat.  Apres  avoir  bien  refroidi  a  la  glace,  on  separa 
par  filtration  le  chlorure  de  sodium  et  I'acide  phtalique,  et  le 
precipite  subit  sur  filtre  des  lavages  reiteres  a  I'acide  chlorhydri- 
que titrant  environ  33  ^/o  et  refroidi  a  la  glace ^). 

La  solution  evaporee  au  bain-marie  forma  au  liquide  jaune 
huileux,  qu'on  mit,  dans  un  exsiccateur,  sur  de  I'acide  sulfurique 
concentre  et  de  I'hydroxyde  solide  de  potassium.  Le  lendemain 
I'huile  etait  entierement  figee  en  une  masse  cristalline  qui,  pul- 
verisee  dans  la  capsule,  sentait  encore  fortement  I'acide  chlor- 
hydrique; mais,  abandonnee  pendant  3  jours  encore  a  I'influence 
de  I'acide  sulfurique  et  de  I'hydroxyde  de  potassium  et  frequem- 
ment  remuee,  elle  perdit  cette  odeur.  Alors  on  en  fit  a  froid 
une  dissolution  aqueuse,  dont  on  separa  par  filtration  une  petite 
quantite  d'acide  phtalique  non  dissous.  On  fit  deux  parts  egales 
de    cette    solution   mesurant   en   tout   80  cc.  et   qui,    en   sus   du 


^)  Le  melange  de  chlorure  de  sodium  avec  de  I'acide  phtalique  a  eie  traite 
par  I'eau  froide,  et  I'acide  phtalique  restant  pesait,  purge  de  chlore  et  seche 
a  I'air,  7gr,4  (calcule  8srj3);  il  ne  contenait  que  0,05  milligramme  d'azote 
par  gramme,  ce  qui  montrait  que  la  decomposition  de  la  nitrile  avait  ete 
complete. 
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chlorhydrate  de  I'acide  «-aminoadipique  devait  contenir  un  peu 
de  chlorure  de  sodium,  un  peu  d'acide  phtalique  et  vraisem- 
blablement  un  peu  d'acide  chlorhydrique.  La  premiere  part  con- 
somma  pour  la  neutralisation  ii  cc.  d'eau  ammoniacale  5 -norm., 
d'ou  resulta  d'abord  une  precipitation  de  I'acide  a-aminoadipique 
qui  se  dissolvait  de  nouveau  par  I'addition  des  derniers  centi- 
metres cubes  d'eau  ammoniacale.  La  quantite  d'ammoniaque 
calculee  d'apres  I'equation 


COOH             +  NH3 

COO  NH4 

1 

;cH,)3 

(CH^Ja 

CHNH2,HC1  +  NH3 

CHNH2 

COOH 

COOH 

NH.Cl 


est  de  10  cc.  deau  ammoniacale  5  norm.,  en  sorte  que  cette 
moitie  de  la  solution  renferme  encore  une  dose  d'acides  phtali- 
que et  chlorhydrique  repondant  a  environ  i  cc,  d'eau  ammo- 
niacale 5 -norm.  L'autre  moitie  fut  done  additionnee  de  i  cc. 
d'eau  ammoniacale  5  norm,  pour  neutraliser  ce  qu'elle  pouvait 
contenir  d'acides  chlorhydrique  et  phtalique  libres;  puis  on  mela 
les  deux  moities.  Le  liquide,  dont  la  temperature  etait  d'environ 
30^,  fut  remue  et  ne  tarda  pas  a  deposer  I'acide  a-aminoadipique 
en  cristaux  lamelles  et  incolores;  car 

COONH4       COOH  COOH 

I  I  I 

(CH2)3  (CH2)3  (CH2)3 

I  +     I  ^  2    1  +NH4CI 

CHNH2  CHNH2,  HCl  CHNH2 

I  I  .  I 

COOH  COOH  COOH 

Repose  jusqu'au  lendemain,  le  liquide  fut  filtre  a  I'aspirateur,  et 
le  precipite  purge  de  chlore  en  lavant  a  I'eau  froide.  On  en 
obtint  de  6?'',3  a  6 -"^,8  d'acide  sec. 

En  evaporant  au  bain-marie  I'eau-mere  et  I'eau  de  lavage  a 
petit  volume,  et  en  laissant  reposer  ensuite  pour  faire  cristalliser, 
on  put  bien  en  obtenir  encore  une  petite  quantite;  mais,  comma 
on  le  fera  remarquer  dans  la  suite,  on  constata  que  cette  me- 
thode  ne  s'y  pretait  pas.  On  vit  qu'il  valait  mieux  evaporer  la 
solution  additionnee   d'un    leger    exces    d'hydroxyde   de   sodium 
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pour  chasser  rammoniaque,  puis  evaporer  avec  de  I'acide  chlor- 
hydrique  jusqu'a  consistance  de  bouillie  claire,  epuisant  cette 
bouillie  avec  de  I'acide  chlorhydrique  a  33  Vo,  et  terminant  tout 
comme  ci-dessus.  Cette  manipulation  permit  de  recueillir  de  I'eau- 
mere  et  du  liquide  de  lavage  ^h  a  i  gr.  d'acide  a-aminoadipique, 
ce   qui   porta    le    rendement   total  a  90  Vo  du  rendement  calcule. 

L'acide  obtenu  etait  presque  parfaitement  pur;  celui  que 
donna  I'eau-mere  avait  pourtant  une  certaine  teinte  jaunatre; 
mais  pour  I'un  et  I'autre  produit  le  point  de  fusion  et  la  teneur 
en  azote  les  rapprochaient  beaucoup  de  I'acide  pur. 

En  faisant  recristaliiser  I'acide,  il  faut  bien  remarquer  deux 
circonstances : 

I'  Apres  un  chauffage  prolonge  ou  meme  une  evaporation  de 
la  solution  aqueuse,  celle-ci  deposera  peu  ou  point  de  nouveaux 
cristaux; 

2°  selon  la  temperature,  I'acide  peut  cristalliser  avec  differentes 
quantites  d'eau  de  cristallisation,  a  savoir  a  o^,  avec  i  molecule 
a  peu  pres,  tandis  qu'au-dessus  de  20^  env.  il  est  exempt  d'eau 
et  qu'aux  temperatures  intermediaires  on  obtient  un  melange  des 
deux  modifications. 

Voila  pourquoi  I'eau  chaude  ne  se  prete  pas  a  la  recristal- 
lisation  de  I'acide:  meme  en  limitant  au  strict  necessaire  le 
chauffage  au  bain-marie,  la  solution  renferme  apres  le  refroidisse- 
ment  plus  que  la  petite  quantite  qui  correspond  a  la  solubilite 
dans  I'eau  froide  (v.  p  31).  Ainsi,  3  gr.  d'acide  anhydre  etant 
dissous  en  100  cc.  d'eau  chaude  et  cette  solution  refroidie  a 
la  glace,  on  n'obtint  que  2^\26  d'acide  hydrate,  repondant  a 
environ  2  gr..  d'acide  anhydre.  Get  etat  de  choses  se  manifesta 
nettement  dans  une  experience  oia  3  gr.  d'acide  a-aminoadipique 
brut,  retire  de  divers  produits  secondaires  et  par  suite  un  peu 
colore,  furent  dissous  en  un  litre  d'eau  bouillante  et  chauffes  au 
bain-marie  avec  du  noir  animal,  apres  quoi  on  filtra  la  solution, 
I'evapora  jusqu'a  env.  100  cc.  et  la  laissa  cristalliser,  ce  qui  ne 
donna  que  o^^,^  (au  vrai  point  de  fusion  et  avec  la  vraie  teneur 
en  azote:  02^,2100  repondaient  a  18 '='=,13  d'hyposulfite  norm,  au 
Vi4  [8,63  Vo  d'azote,  calcule  a  8,70  Vo]).  Additionnee  d'alcool  a 
volume  egal  et  reposee  jusqu'au  lendemain,  Teau-mere  fit  encore 
tomber  os'",22  (au  vrai  point  de  fusion  et  ayant  la  vraie  teneur 
en  azote:  os'^,2005  repondaient  a  17*^^41  d'hyposulfite  norm,  au 
Vu  [8,68  %  d'azote]).    L'eau-mere  qui  resta  fut  evaporee  au  bain- 
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marie  et  laissa  un  liquide  presque  huileux,  que  le  refroidissement 
figea  en  une  masse  a  cristaux  mal  definis.  En  lavant  cette  der- 
niere  a  plusieurs  reprises  a  I'eau  froide  sur  un  filtre,  on  obtint 
la  dissolution  de  presque  tout,  et  il  ne  resta  que  os'-,2  plus  riches 
en  azote  qu'on  ne  I'avait  calcule  pour  I'acide  a-aminoadipique 
anhydre  (0^^,1726  repondaient  a  I5^'^,68  d'hyposulfite  norm,  au 
Vu  [soit  9,08  Vo  d'azote,  calcule  a  8,70%]).  Enfin  la  derniere 
solution  aqueuse  obtenue,  melangee  d'acide  chlorhydrique,  fut 
evaporee  au  bain-marie  et,  suivant  le  procede  decrit  plus  haut, 
on  tira  du  chlorhydrate  obtenu  is\^  d'acide  «-aminoadipique  pur 
et  anhydre  (os'^,2108  repondaient  a  i8*='^,25  d'une  solution  d'hy- 
posulfite norm,  au  ^/u  [8,66  Vo  d'azote]).  La  cause  de  ce  fait 
n'est  pas  indiquee  par  les  experiences  ci-dessus  mentionnes; 
mais  la  vraisemblance  et  surtout  la  richesse  en  azote  de  la  sub- 
stance evaporee  a  siccite  au  bain-marie,  parlent  en  faveur  d'une 
formation  d'anhydride  dans  la  solution  aqueuse  chaude. 

Le  meilleur  moyen  de  faire  recristalliser  I'acide  «-aminoa- 
dipique  est  de  le  dissoudre  dans  I'eau  ammoniacale  ou  dans 
I'acide  chlorhydrique  a  un  titre  connu,  apres  quoi  Ton  precipite 
de  nouveau  en  ajoutant  des  doses  proportionnees  respectivement 
d'acide  chlorhydrique  ou  d'eau  ammoniacale.  Dans  ce  cas, 
I'acide  se  precipite  de  nouveau  et  presque  en  entier;  et  Ion 
n'en  perd  que  la  partie  dissoute  par  le  lavage  a  I'eau  froide,  et 
si  pour  ce  lavage  on  emploie  de  I'eau  saturee  a  froid  de  cet 
acide,  le  rendement  sera  presque  de  100  ^/o,  comme  le  feront 
ressortir  les  experiences  ci-dessous. 

L' acide  hydrate  se  conservait  a  I'air,  mais  il  perdait  toute 
son  eau,  lentement  dans  le  vide  et  sur  I'acide  sulfurique,  rapide- 
ment  dans  le  vide  a  70—75^,  pour  la  reprendre  completement 
a  I'air  humide  a  la  temperature  ordinaire.  L' acide  anhydre  ne 
changeait  pas  de  poids  dans  le  vide  a  70 — 75^,  ni  a  I'humi- 
dite  a  la  temperature  ordinaire,  et  finalement,  un  acide  cristallise 
entre  10  et  15^  se  comportait  comme  un  melange  d'acide  an- 
hydre et  d'acide  hydrate.  En  faisant  recristalliser  dans  I'eau  ou 
dans  I'eau  ammoniacale  +  I'acide  chlorhydrique  ou  dans  I'acide 
chlorhydrique  -}-  I'eau  ammoniacale,  on  put  transformer  I'acide 
anhydre  en  hydrate,  et  reciproquement. 

Experience  N°i.  igr.  d'acide  anhydre  etant  dissous  au  bain- 
marie  dans  40  cc.  d'eau  bouillante,  la  solution  fut  rapidement  refroidie 
a  I'eau  frappee,  ce  qui  fit  tomber  o^^So  d'acide  hydrate,  repondant 
k  environ  os'^,72  d'acide  anhydre. 
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o='',4097  perdirent  0''^j0426  en  12  heures  dans  le  vide  a  70 — 75*^ 
(soit  10,40^/0;  I  mol.  d'eau  repond  a  10,06%);  en  prolongeant  la 
dessiccation,  il  n'y  eut  aucune  perte;  un  sejour  subsequent  a  I'hu- 
midite  pendant  16  heures  fit  reabsorber  osi',o42  7,  et  ensuite  une  ex- 
position ulterieure  ni  a  humidite,  ni  a  I'air,  ne  changea  rien  au  poids. 

o&'',2oo9  donn^rent  au  dosage  de  I'azote  une  quantite  d'ammo- 
niaque  repondant  a  15^^,55  d'hyposulfite  norm,  au  ^/i4  (7,74  ^/o  d' azote, 
calcule  pour   i   mol.  d'eau:   7,82%). 

o?'',i895  donn^rent  oS'',i268  d'eau  (7,44^/0  d'hydrogene)  et 
0^^2799  d'acide  carbonique  (40,26  ^/o  de  carbone). 

Experience  N°2.  igr.  d'acide  hydrate  fut  dissous,  bien  qu'un 
peu  lentement,  au  bain-marie  dans  30  cc,  d'eau  bouillante;  lentement 
refroidie,  cette  solution  donna  oS'',34  d'acide  anhydre,  repondant  a 
env.  os^38  d'acide  hydrate. 

La  quantite  totale  d'acide  obtenu  ne  changea  pas  de  poids, 
c'est-a-dire,  ne  donna  pas  des  variations  d'^/2  mgr.  pour  les  differentes 
pesees,  quand  on  I'exposa  pendant  16  heures  dans  le  vide  a  70 — 75^ 
ou  a  I'humidite  durant   16  heures. 

0^^1347  repondaient  a  11^^,60  d'une  solution  d'hyposulfite  norm, 
au  ^/i4  (8,61  ^/o  d'azote,  calcule  a  8,70  %). 

Experience  N*^  3.  i  gr.  d'acide  anhydre  fut  dissous  au  bain- 
marie  dans  40  cc.  d'eau  bouillante,  et  la  solution  fut  refroidie  ra- 
pidement  a  I'eau  froide  (env.  10^);  quand  on  I'agita  avec  une  ba- 
guette de  verre,  I'acide  ne  tarda  pas  a  se  deposer,  apres  quoi  le 
tout  fut  laisse  a  la  temperature  ambiante  jusqu'au  lendemain,  et  alors 
on  trouva  que  la  totalite  de  I'acide  depose  pesait  0^^,^^. 

0^^4647  perdirent  ©^'^,042 6  (9,17  ^/o)  dans  le  vide  en  16  heures 
a  la  temperature  de  70 — 75^,  et  reprirent  0^^0423   a  I'humidite. 

0^^2171  repondaient  a  17  *^^,  10  d'hyposulfite  norm,  au  ^/i4  (7,88^0 
d'azote,    ce  qui  correspond  a  8,68^/0  d'azote  dans    I'acide  anhydre). 

On  a  done  ici  un   melange  d'acide  hydrate  et    d'acide  anhydre. 

Experience  N'^  4.  i  gr.  d'acide  hydrate  dissous  dans  20  cc.  d'eau 
■et  I '='^,5  d'acide  chlorhydrique  5 -norm,  fut  reprecipite  quand  on  ajouta 
i^^,^  d'eau  ammoniacale  5-norm.  (la  temperature  etait  de  24  a  25^). 
Apr^s  un  jour  de  repos,  on  filtra,  et  debarrassa  I'acide  de  son  chlore 
€n  lavant  avec  de  I'eau  froide  et  saturee  d'acide  anhydre.  On  en 
tira  osr,88  d'acide  anhydre,  repondant  a  env.  o?%98  d'acide  hydrate. 

Seche  a  I'air,  I'acide  isole  ne  changeait  pas  de  poids  dans  le 
vide  a  70 — 75^,  ni  a  I'air. 

05^^,2062  repondaient  a  17  ^^^,90  d'hyposulfite  norm,  au  ^/u  (8,68  % 
d'azote). 

Au  titrage  par  de  I'hydroxyde  de  baryum  (0,0996  X  norm.)  et  de 
la  phenolphtaleine,  0^^,2810  exig^rent  i'j'^^,'j4\  calcule  17 '='^,52.  (Le 
virage  etait  difficile  a  observer.) 

og'',2309  donnerent  og'',i442  d'eau  (6,95  %  d'hydrogene)  et 
og'',3792  d'acide  carbonique  (44,78%  de  carbone);  (calcule  a  6,83% 
d'hydrogene  et  44,72  ^/o  de  carbone). 

Experience  N°  5.  i  gr.  d'acide  anhydre  fut  dissous  en  20  cc. 
d'eau  additionnee  de  2  cc.  d'eau  ammoniacale  5  norm. ,  et  Ton  re- 
froidit  la  solution  dans  un  melange   refrigerant   assez   fort   pour  faire 
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apparaitre  dans  le  liquide  quelques  gla^ons;  puis  on  y  ajouta,  en 
remuant  bien,  lo  cc.  d'acide  chlorhydrique  normal  refroidi  a  la  glace. 
Laisse  dans  une  glaciere  jusqu'au  lendemain,  le  liquide  fut  filtre,  et 
le  precipite  lave  avec  de  I'eau  froide  et  saturee  d'acide  hydrate.  On 
en  eut  i^So5  d'acide  hydrate,  repondant  a  env.  oS'^,94  d'acide  anhydre. 

oS'',6oi4  perdirent  dans  le  vide  a  70 — 75^  en  16  heures  0^^,0618 
d'eau  (10,28  Vo),  et  les  recouvrerent  entierement  a  I'humidite. 

o?%2oi4  repondaient  a  iS'^'^jSS  d'hyposulfite  norm,  au  ^/i4  (7,72  Vo 
d'azote). 

Acide  a-aminoadipique  anhydre. 

Calcule      Trouve 

Ce     72  44,72  44,78 

Hii  II  6,83       6,95 

O4     64  39,75 

N       14  8,70       8,68     8,63    8,68    8,66    8,61 

161   100,00 
Acide  a-aminoadipique  avec   i   mol.  d'eau. 

Calcule  Trouve 

Ce         72        40,22  40,26 
Hi  3     13         7,26         7,44 
O5        80        44,70 
N         14         ^,^2         7,74       7,72 


179     100,00 
H2  O   18       10,06       10,40     10,28 

L' acide  anhydre  cristallisa  en  lamelles;  le  microscope  y  re- 
vela  principalement  des  fragments  foliiformes  souvent  formant 
des  agglomerats  de  feuilles  longues  et  minces,  ou  bien,  mais 
assez  rarement,  des  feuilles  bien  developpees,  a  quatre  ou  six  cotes. 

L'acide  hydrate  se  presentait  sous  forme  de  precipite  a  grains 
fins,  oil  le  microscope  faisait  voir  des  aiguilles  assez  epaisses, 
souvent  soudees  entre  elles,  parfois  des  cristaux  prismatiques 
bien  formes,  a  quatre  ou  six  pans. 

Chauffe  rapidement  dans  un  tube  capillaire,  l'acide  anhydre 
fondait  entre  204  et  206^  (corr.),  I'hydrate  a  quelques  degres  de 
moins.  La  fusion  etait  accompagnee  d'une  effervescence  faible 
mais  manifeste  quand  il  s'agissait  de  l'acide  anhydre,  et  d'une 
forte  ecume  lorsque  l'acide  etait  hydrate. 
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L'un  et  I'autre  acide  etaient  tres  peu  solubles  dans  I'alcool, 
tant  chaud  que  froid,  et  dans  I'ether.  L'eau  froide  dissolvait 
presque  deux  fois  plus  de  I'acide  hydrate  que  de  I'anhydre ;  car 
I  gr.  d'acide  hydrate  etait  dissous  a  19 — 20^  par  env.  240  gr.  d'eau, 
tandis  que  pour  se  dissoudre  a  la  meme  temperature,  I'acide  an- 
hydre  exigeait  pres  de  450  gr.  d'eau. 

V2  gr.  d'acide  hydrate  fut  traite  pendant  2  heures  par  50  cc.  d'eau 
dans  un  agitateur  et  a  la  temperature  ordinaire*,  puis  on  tira  par 
filtration  I'echantillon  a,  et  de  meme,  apr^s  encore  2  heures  d'agi- 
tation,  I'echantillon   b. 

L'echantillon  a  pesait  16 ^"^,162  (temperature  19^),  et  contenait 
5  "^2^.^2  2  d'azote,  repondant  a  66'"SS75  d'acide  hydrate  avec  i  mole- 
cule d'eau,  c'est-a-dire  que  i  gr.  d'acide  hydrate  se  dissolvait  en 
241s'',  I   d'eau. 

L'echantillon  b  pesait  22 si", -705  (temperature  20^),  et  renfermait 
7""^S34  d'azote,  repondant  a  93 '"§'^,86  d'acide  hydrate,  soit:  i  gr.  d'acide 
hydrate  exigeait  240^^9  d'eau. 

^/2  gr.  d'acide  anhydre  fut  traite  par  50  cc.  d'eau  a  la  temperature 
ambiante  et  en  agitant  pendant  2  heures,  apr^s  quoi  on  leva  par 
filtration  l'echantillon  c, 

L'echantillon  c  pesait  i6s'^,834  (temperature  19^)  et  contenait 
3mgr2  2  d'azotc ,  rcpondant  a  37™s^oi  d'acide  anhydre,  soit  i  gr. 
d'acide  anhydre  dissous  en  453 ^SS  d'eau. 


3.    Acide  benzoyl-o-aminoadipique  : 

COOH 

I 
(CH,)3 
I 
CH  •  NH  .  CO  •  Ce  H5 

COOH. 

J'ai  obtenu  ce  compose  une  fois   seulement  et  par  occasion. 

A  une  solution  alcoolique  contenant  ^/so  mol.  gr.  (7^,4)  d'ether 
butyronitril-phtalimidomalonique  incompletement  hydrogene  par 
le  sodium  (voir  la  derniere  section  de  ce  memoire,  p.  60),  on 
ajouta  de  Teau,  et  en  chassa  I'alcool.  On  additionna  de  I'acide 
chlorhydrique  concentre,  ce  qui  transforma  I'ether  en  un  melange 
de  chlorhydrates  d'acide  «-aminoadipique  et  d'acide  a-£-diamino- 
caproique,  qu'une  addition  d'acide  chlorhydrique  au  titre  33  Vo 
permit  de  separer  des  chlorure  de  sodium  et  acide  phtalique 
formes  simultanement.  Le  melange  des  chlorhydrates  fut  ben- 
zyole  de  la  maniere  ordinaire  par  le  chlorure   de    benzoyle   dans 
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un  liquide  legerement  alcalin.  D'une  part  on  eut  de  la  peine 
a  tirer  de  ce  melange  I'objet  proprement  dit  de  I'experience, 
savoir  I'acide  a-f-diaminocaproique,  a  un  degre  de  purete  suffisant 
pour  I'analyse;  mais  d'autre  part  on  reussit  aisement  a  delivrer 
I'acide  benzoyl-a-aminoadipique  de  I'acide  a-«-dibenzoyle-diamino- 
caproique,  desquels  le  premier  est  assez  peu  soluble  dans  I'eau 
et  I'alcool  a  la  temperature  ordinaire,  tandis  que  I'autre  est  assez 
soluble  dans  I'alcooP).  Apres  recristallisation  dans  I'eau  chaude, 
I'acide  a-benzoyl-aminoadipique  formait  un  beau  precipite  blanc 
et  cristallin,  ou  le  microscope  revela  surtout  des  prismes  a  quatre 
pans  bien  developpes. 

Le  point  de  fusion  etait  de   184^  (corr.). 

0^^,1445  donn^rent  par  le  dosage  de  Tazote  una  quantite  d'am- 
moniaque  repondant  a  7*^^65  d'hyposulfite  norm,  au  Vu  (5,29% 
d'azote,  calcule  5,28  ^/o). 

0^^,2026,  titres  par  de  la  phenolphtaleine  et  de  I'hydroxyde  de 
baryum  (0,0996  X  norm.),  en  exigerent  i5'^<^,28-,  calcule:   i5'^'^,35. 

IV.   Acide  «-^-diaminovalerique: 

CH2NH2 

1 

CH2 

I 

CH. 

CHNH2 

I 
COOH. 

II  y  a  25  ans,  M.  Jaffe^)  recueillit  des  excrements  de  poules 
nourries  a  I'acide  benzoique,  et  il  en  retira  un  acide :  Cj  9  Hg  0  O4  Ng, 
qu'il  denomma  acide  ornithurique.  II  prepara  quelques  sels  de  cet 
acide,  entre  autres  I'ornithurate  de  calcium  qui  est  caracteristique. 
En  dedoublant  I'acide  ornithurique  par  I'acide  chlorhydrique,  il 
constata  que  le  premier  devait  etre  considere  comme  un  acide 
diaminovalerique,  dans  lequel  deux  atomes  d'hydrogene  etaient 
remplaces  par  deux  radicaux  Cq  H5  CO.  L'interet  des  travaux 
importants  de  Jaffe  s'accrut  encore  quand  E.Schulze  et  E.  Win- 
ters te  in  ^),  faisant  bouillir  avec  une  solution  d'hydroxyde  de  ba- 


^)    Conferer  Clara  Wildenow:   Zeitschrift  f.  physiol.  Chera.  XXV,  525  (1898). 

2)    Ber.  d.  deutsch.  chem.  Ges.  X,    1925   (1877)  et  XI,  406  (1878). 

8)   Ibid.  XXX,  2879  (1897),    et  Zeitschrift  f.  physiol.  Chem.  XXVI,   i  (1898). 
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ryum  reussirent  a  dedoubler  I'arginine  en  uree  et  en  un  acide 
diaminovalerique  qui,  traite  par  le  chlorure  de  benzoyle  dans  un 
liquide  alcalin,  donna  I'acide  ornithurique  de  Jaffe.  Peu  apres, 
A.  Ellinger^),  se  servant  de  bacteries  de  putrefaction,  parvint 
a  decomposer  I'acide  diaminovalerique  de  Jaffe  en  acide  carboni- 
que  et  en  tetramethylendiamine,  definissant  par  la  le  rapport  mu- 
tuel  de  position  des  deux  radicaux  NH2  dans  la  molecule.  Apres 
cela  il  ne  restait  plus  a  choisir  qu'entre  ces  deux  formules-ci: 


CH2  NH2 

-  1 

CH2  NH2 

1 

CH2 

CH2 

CH2 

et 

CH • COOH 

CHNH2 

CH. NH2 

COOH 

pour  representer  le  susdit  acide  diaminovalerique,  et  par  la  belle 
synthese  que  E.  Fischer^)  a  faite  recemment  de  I'acide  a-d-dia- 
minovalerique  racemique  il  est  devenu  tres  vraisemblable  que  la 
premiere  de  ces  formules  est  la  vraie.  La  substance  que  E.Fi- 
scher prit  pour  point  de  depart,  fut  I'ether  ^'-pbtalimidopropyl- 
malonique  tire  par  S.  Gabriel^)  des  phtalimide  potassique,  bro- 
mure  de  trimethylene  et  ether  d'acide  malonique,  savoir 
C6H4<^g>N.CH2-CH2-CH2-CH<^OOC2H5   ^^^-^    ^^^_ 

mure,  donna  Ce  H4  <^5  >N  •  CH2  •  CH2  •  CH2  •  CBr<^50C2  H5 

CU  L(JUL.2  lis 

Convenablement  traitee  par  le  bromure  d'hydrogene,  cette  derniere 
combinaison   put   etre   saponifiee,    et   I'acide  malonique  substitue 

Cg  H4  <  ^^  >  N  •  CH2  •  CH2  •  CH2  •  CBr  <  9^Q^  qui  s'etait  forme 

a  sa  place,    pouvait,    a  une  temperature  de   140  a   145  ^    degager 
de  I'acide  carbonique  avec  formation  d'acide  d-phtalimido-<j£-bromo- 

valerianique:  C6H4  <^^>  N  •  CH2  •  CH.  •  CH.,  •  CHBr-  COOH. 

Cette    derniere    substance,     etant    traitee    par    I'ammoniaque    en 
tube   scelle,    et   le   produit   de   la   reaction   etant   ensuite   chauffe 


^)  Zeitschrift  f.  physiol.   Chem.   XXIX,   334  (1900). 
^)  Ber.   d.   deutsch.   chem.   Ges.   XXXIV,   454  (1901). 
8)  Ibid.  XXIII,   1767  (1890),  et  XXIV,   1365  (1891). 
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avec  de  I'acide  chlorhydrique  dans  des  tubes  scelles,  se  scinda  en 
acide  phtalique  et  en  un  acide  «-5-diaminovalerique  qu'on  carac- 
terisa  en  le  transformant  en  son  substitut  dibenzoyle.  L'acide 
ornithurique  extrait  des  produits  naturels  etait  optiquement  actif, 
et  il  va  de  soi  que  le  produit  artificiel  en  differat;  mais,  abstrac- 
tion faite  de  cela,  Fischer  constata  un  si  parfait  accord  entre  les 
acides  ornithuriques  naturel  et  artificiel  que,  d'apres  lui,  c'est  a 
peine  si  Ton  saurait  douter  que  l'acide  ornithurique  naturel  de- 
rive de  l'acide  a-5-diaminovalerique. 

Le  procede  decrit  plus  loin  pour  la  preparation  de  »racide 
ornithurique  artificiel* ,  ou  acide  a-<5-diaminovalerique  racemique, 
est  extraordinairement  simple  et  donne  un  excellent  resultat.  La 
methode  est  sommairement  indiquee  dans  I'introduction  de  ce 
memoire.  Sur  quelques  points  il  me  semble  que  l'acide  orni- 
thurique prepare  par  moi  d'apres  ce  procede  affecte  de  differer 
tant  de  celui  que  Fischer  a  produit  par  synthese  que  de  l'acide 
naturel,  et  la  fin  de  ce  memoire  presentera  un  tableau  com- 
paratif  de  ces  divergences. 


1.    Ether  phtalimido-j'-phtalimidopropyl-malonique: 

COOC2  H5 
i /CH2  •  CH2 .  CH^  •  N  <  ^0>  Ce  H4 

COOC2H5 

Dans  un  ballon  d'^/2  litre,  muni  d'un  tube  rafraichisseur  a 
reflux  et  dont  I'extremite  superieure  avait  un  tube  en  U  con- 
tenant  du  chlorure  de  calcium,  on  fit  reagir  Vs  mol.  gr.  d'ether 
phtalimidosodomalonique  (v.  p.  10)  sur  54  gr.  (^/s  mol.  gr.  =  53  ^S6) 
de  y-bromophtalimidopropyle^)  pur  et  recristallise  dans  I'ether  de 
petrole,  en  chaufi"ant  dans  le  bain  d'huile  vers  175^.  Au  bout 
d'une  heure  de  chaufi'age,  la  reaction  etait  deja  bien  lancee; 
2  heures  encore,  et  la  masse  etait  tout  a  fait  coulante,  n'ayant 
que  quelques  grumeaux  isoles,  a  reaction  alcaline,  et  quand  on 
eut  chauffe  pendant  4  heures  en   agitant   a   diverses   reprises,    la 


^)  Prepar6  par  le  proced6  de  S.  Gabriel  et  J.  Weiner  (Ber.  d.  deutsch.  chem. 
Ges.  XXI,  2671  [1888]). 
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reaction  etait'  terminee.  On  refroidit  convenablement,  et  traita 
aussitot  par  I'eau  chaude  au  bain  d'eau  bouillante  et  en  agitant 
bien,  ce  qui  fit  dissoudre  le  bromure  de  sodium;  I'huile  non 
dissoute  se  trouva  alors  assez  coulante  pour  se  laisser  transvaser 
du  ballon  dans  une  capsule  par  des  ringages  reiteres  a  I'eau 
chaude;  mais  il  arriva  aussi  qu'on  put  constater  le  signe  d'une 
excellente  reaction,  savoir  que  la  masse  commengait  a  se  solidi- 
fier  pendant  qu'on  la  traitait  par  I'eau,  et  alors  il  fallait  sacrifier 
le  ballon.  En  tout  cas  cette  matiere  se  solidifia  par  le  refroi- 
dissement,  formant  une  masse  dure,  parfois  assez  plastique;  on 
la  lava  ensuite  a  I'eau  froide  pour  lui  enlever  son  bromure  de 
sodium.  Le  rendement  en  produit  sec  repondit  au  calcul;  brute, 
la  substance  etait  d'un  gris  jaunatre. 

Pour  la  purifier,  on  la  fit  dissoudre  dans  500  a  600  cc.  d'alcool 
bouillant  (environ  deux  fois  la  quantite  necessaire),  et  la  solution 
chaude  fut  filtree  dans  un  entonnoir  pour  filtrer  a  chaud,  ou  elle 
laissa  un  petit  depot  gelatineux  de  couleur  jaunatre.  Au  cours 
de  la  filtration,  une  partie  du  compose  cristallisa  ordinairement 
sur  le  filtre.  C'est  pourquoi  on  porta  le  filtre  a  I'ebullition  avec 
100  cc.  d'alcool,  qu'apres  filtration  on  ajouta  a  la  dose  principale. 
Refroidie  rapidement  et  traitee  enfin  par  I'eau  de  glace  et  simul- 
tanement  bien  remuee,  cette  solution  fit  tomber  la  combinaison 
sous  forme  d'un  precipite  tres  volumineux  a  cristaux  fins,  ou  le 
microscope  revela  nombre  de  petites  aiguilles,  mais  dont  I'aspect 
etait  tres  irregulier  et  fragmentaire^).  Ce  precipite  fut  separe 
par  filtration  a  I'aide  d'un  aspirateur,  et  subit  un  triple  lavage 
soigneux  avec  I'alcool  refroidi  a  la  glace.  Le  rendement  fut  de 
68  a  72  gr.,  mais  I'eau-mere  et  I'alcool  de  lavage  fournirent 
ulterieurement  5 — 6  gr.,  en  sorte  que  le  rendement  total  fut  env. 
75  %  du  produit  calcule.  Ici  encore  (comp.  pp.  15  et  23)  j'obtins 
relativement  un  peu  moins  en  operant  sur  des  quantites  moindres 
que  celles  qu'on  vient  d'indiquer. 

Recristallise,  le  produit  avait  un  reflet  jaunatre  ou  grisatre, 
qu'on  ne  pouvait  pas  faire  disparaitre  par  une  nouvelle  cristalli- 
sation  dans  I'alcool;  on  n'y  decouvrait  pas  trace  d'impuretes. 


^)  Quand  on  faisait  cristalliser  lentement  la  substance  dans  une  solution  al- 
coolique,  ou  qu'on  la  faisait  recristalliser  dans  I'ether  (ou  la  combinaison 
se  dissolvait  cependant  assez  difficilement),  elle  etait  susceptible  de  se  de- 
poser  sous  forme  d'un  beau  precipite  a  giros  cristaux  qui,  examines  au  mi- 
croscope, afifectaient  la  forme  de  prismes  quadrilateres  et  hectoedriques. 

3* 
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Seches  a  I'air,  ces  preparations  donnerent  a  I'analyse  le  re- 
sultat  suivant: 

OSS272  2  de  la  preparation  A  donnerent  au  dosage  de  I'azote 
une  quantite  d'ammoniaque  repondant  a  i5<=<=,48  d'une  solution  d'hypo- 
sulfite  norm,  au  ^/u  (5,69^/0  d'azote). 

os'^,3167  de  la  preparation  B  repondaient  a  iS'^^,  16  de  cette  solu- 
tion (5,73  Vo  d'azote). 

08^2835  de  la  preparation  C  repondaient  a  16^,23  de  la  meme 
solution  d'hyposulfite  (5,72%  d'azote). 

oS'',4o82  de  la  preparation  D  repondaient  a  23*^^^,24  de  la  meme 
solution  (5,69  ^/o  d'azote). 

oS'^,1856  de  la  preparation  A  donnerent  0^^0845  d'eau  (5,06^/0 
d'hydrogene)  et  0^^4316  d'acide  carbonique  (63,42^0  de  carbone). 

Calcule  Trouve 
C26  312  63,41  63,42 
H24       24         4,88         5,06 

Og     128     26,02 

N2       28       5,69      5,69      5,73      5,72      5,69 

492  100,00 

L'ether  y-phtalimidopropyl-malonique  fondit  vers  125^  dans 
I'appareil  de  Roth,  mais  se  contracta  a  quelques  degres  avant 
le  point  de  fusion. 

La  combinaison  etait  tres  soluble  dans  le  benzol,  le  chloro- 
forn:ie,  I'acetone,  l'ether  acetique  et  I'alcool  chaud,  peu  soluble 
dans  I'alcool  froid  et  dans  l'ether;  il  etait  tres  peu  soluble  dans 
l'ether  de  petrole  et  insoluble  dans  I'eau. 

La  combinaison  en  question  contient  souvent  du  trime- 
thylenediphtalimide  provenant,  ou  de  ce  que  le  y-bromopropylphtal- 
imide  employe  I'aurait  contenu,  ou  de  ce  que  le  phtalimidomalo- 
nate  d'ethyle  aurait  renferme  du  phtalimide  engendrant  dans  le 
phtalimidosodomalonate  d'ethyle  du  phtalimide  sodique  qui,  avec 
le  y-bromopropylphtalimide  produirait  cette  impurete.  Celle-ci  se 
revele  soit  par  la  richesse  de  la  substance  en  azote,  soit  par  son 
hesitation  a  fondre  completement  meme  a  beaucoup  au-dessus 
de  125^.  Aucun  precede  ne  m'a  reussi  pour  enlever  cette  impu- 
rete par  recristallisation;  si  done  on  veut  un  produit  pur,  il  faut 
partir  de  matieres  pures,  Du  reste,  ladite  impurete  n'a  pas 
d'importance  quand  on  veut  preparer  I'acide  ornithurique  par  le 
procede  decrit  plus  loin  (voir  p.  44).  Dans  ce  cas  le  trimethy- 
lenediphtalimide   se   transforme  en  un  substitut  dibenzoylique  de 
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trimethylenediamine  insoluble  dans  une  faible  lessive  de  soude 
et  contrastant  ainsi  avec  I'acide  ornithurique. 

L'ether  phtalimido-y-phtalimidopropylmalonique  se  laisse  bien 
decomposer  a  chaud  par  I'acide  chlorhydrique  concentre  ou  par 
le  bromure  d'hydrogene  concentre;  mais  meme  en  employant  ce 
dernier  acide  a  des  temperatures  assez  elevees,  la  reaction  s'ef- 
fectue  tres  lentement.  Sans  depasser  les  basses  temperatures  et 
avec  beaucoup  plus  de  facilite,  on  obtient  cette  decomposition 
par  le  procede  deja  mentionne  (p.  5).  Pour  cela,  on  commence 
par  dissoudre  la  combinaison  dans  une  lessive  de  soude;  il  se 
forme  alors  un  sel  sodique  de  I'acide  tetrabasique: 

COOH 

'  .  CH,  CH2  CH.  NH  •  CO  •  Ce  H,  •  COOH 
Y-NHCO.C6H4-COOH 

COOH, 

qu'on  dedouble  ensuite  a  chaud  par  I'acide  chlorhydrique.  Ces 
deux  transformations  s'effectuent  avec  une  extreme  facilite  et 
sans  que  la  temperature  doive  depasser  celle  du  bain-marie;  il 
n'est  pas  besoin  de  precipiter,  encore  moins  de  produire  a  I'etat 
de  purete  le  sus-mentionne  acide  tetrabasique;  la  solution  du  sel 
de  soude,  convenablement  etendue,  pent  etre  sursaturee  d'acide 
chlorhydrique,  puis  decomposee  au  bain-marie. 

Toutefois,  I'acide  tetrabasique  en  question  afifecte  deux  formes, 
savoir  celle  d'une  modification  aqueuse  bien  soluble  dans  I'eau, 
surtout  a  chaud,  et  celle  d'une  modification  anhydre  se  dissol- 
vant  tres  mal  dans  I'eau,  meme  bouillante,  et  qu'on  a  beaucoup 
de  peine  a  dedoubler  par  I'acide  chlorhydrique  bouillant.  Pour 
empecher  I'apparition  de  cette  derniere  forme,  on  doit,  en  pre- 
parant  I'acide  ornithurique,  suivre  assez  exactement  la  methode 
decrite  plus  loin  (voir  p.  44),  qui  tient  compte  des  proprietes 
differentes  qu'ont  ces  deux  modifications.  Comme  on  I'a  deja 
dit,  I'acide  tetrabasique  n'a  pas  besoin  d'etre  pur  pour  servir  a 
la  preparation^  de  I'acide  ornithurique;  mais  il  a  ete  necessaire 
de  preparer  ses  deux  modifications  a  I'etat  le  plus  pur  possible, 
afin  d'en  etudier  les  proprietes  respectives.  Les  experiences  qui 
s'y  rapportent  se  trouvent  decrites  avant  qu'il  soit  parle  de  la 
preparation  de  I'acide  ornithurique. 
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2.    Acide  phtalamique-}^-propylphtalamique-nialonique: 

COOH 

I 

c 


CH2  •  CH2  •  CH2  •  NH  •  CO  .  Cb  H4  •  COOH 


NH  .  CO  •  C(5  H4  •  COOH 
COOH. 

a.  Modification  hydratee  (a  environ  4  mol.  d'eau).  Dans 
un  matras  d'un  litre  contenant  ^/2o  mol.  gr.  (24g'^,6)  d'ether  phtali- 
mido-/-phtalimidopropylmalonique  on  versa  une  solution  de  ^/2 
mol  gr.  (20  gr.)  d'hydroxyde  de  sodium  en  40  cc.  d'eau.  En  agitant 
bien,  on  eut  une  bouillie  epaisse,  qu'on  chauffa  legerement  pen- 
dant quelques  minutes;  elle  degagea  manifestement  de  I'alcool 
et  se  resolut  completement  en  un  liquide  jaunatre  oleagineux. 
Pendant  une  demi-heure  on  chauffa  au  bain-marie  bouillant,  ce 
qui  donna  un  leger  precipite  blanc,  sans  doute  un  sel  sodique 
de  I'acide  en  question;  refroidie  et  mise  enfin  dans  la  glace,  la 
masse  devint  presque  sirupeuse.  On  mit  de  la  glace  dans  cette 
masse  meme,  qui  en  devint  plus  coulante;  on  y  fit  tomber  goutte 
a  goutte,  et  en  agitant  bien,  de  I'acide  chlorhydrique  5 -norm, 
et  refroidi  a  la  glace,  jusqu'a  ce  que  le  liquide  montrat  une 
petite  reaction  acide  et  que  le  precipite  forme  ne  se  redissolut 
plus.  Puis  on  filtra,  et  en  remnant  bien,  on  versa  petit  a  petit 
dans  le  liquide  filtre  et  refroidi  a  la  glace  100  cc.  d'acide  chlor- 
hydrique 5 -norm,  et  frappe,  qui  fit  tomber  I'acide  tetrabasique 
partieliement  en  cristaux  et  en  partie  comme  masse  oleagineuse. 
Abandonnee  dans  I'eau  de  glace,  souvent  remuee  et  delivree  par 
trituration  des  plus  forts  grumeaux  huileux,  la  totalite  de  I'acide 
ne  tarda  pas  a  se  figer  en  une  masse  cristalline.  A  faible  gros- 
sissement,  on  trouva  des  masses  cristallines  confuses,  qu'un  mi- 
croscope plus  fort  resolvait  en  simples  aiguilles  toutes  petites. 
On  les  pila  bien  dans  un  mortier  et  filtra,  puis  lava  le  precipite 
avec  de  I'eau  frappee  jusqu'a   ce   qu'on   en  eut  enleve  le  chlore. 

Seche  a  Fair,  I'acide  hydrate  rendit  i8s'',6  (68,4^/0  du  cal- 
cule:  27S'',2);  mais,  evapores  au  bain  marie  avec  de  I'acide  chlor- 
hydrique, puis  traites  comme  on  I'indiquera  (p.  44)  pour  la  pre- 
paration de  I'acide  ornithurique,  les  liquides  filtre  et  de  lavage 
donnerent  4^^,!  de  cet  acide,  soit  24,1^/0  de  V20mol.gr.  (17  gr.) 
d'acide  ornithurique;  les  quantites  totales  trouvee  et  calculee 
avaient  done  le  rapport  92,5   a   100. 
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I s"^, 2 7 99  de  I'acide  seche  k  I'air  perdirent  par  leur  sejour  dans 
le  vide  et  sur  I'acide  sulfurique  11,06%  durant  le  premier  jour; 
cette  dessiccation  prolongee,  la  perte  journali^re  diminua  de  jour  en 
jour;  le  cinqui^me  jour  la  perte  etait  inferieure  a  i  milligramme,  soit 
en  tout  13,42^0  (au  lieu  de  13,24%  pour  4  mol.  d'eau);  exposant 
ensuite  a  I'humidite,  on  constata  qu'au  bout  de  deux  jours  presque 
toute  I'eau  etait  rentree  (12,92%). 

og%2992  donn^rent,  au  dosage  de  I'azote,  une  quantite  d'am- 
moniaque  repondant  a  15  ",55  d'hyposulfite  norm,  au  Vi*  (5^20% 
d'azote,    calcule  pour   13,42%  d'eau   dans   I'acide:    5,13%  d'azote). 

og'^,3447,  titres  par  de  la  phenolphtaleine  et  de  I'hydroxyde  de 
baryum  (0,0996  X  norm.),  en  exigerent  25  ^^=,20-,  calcule  pour  13,42  ^/o 
d'eau  dans  I'acide:   25 '='^,39). 

L'acide  hydrate  peut  aussi  se  tirer  de  I'anhydre,  dont  on 
mentionnera  plus  tard  la  preparation:  pour  cela,  on  dissout  ce 
dernier  dans  une  solution  d'hydroxyde  de  sodium  et  precipite  a 
froid  la  solution  par  I'acide  chlorhydrique. 

^/20o  gr.-mol.  (2-^,36)  d'acide  anhydre  fut  dissous  en  10  cc. 
d'une  solution  double  normale  d'hydroxyde  de  sodium  (quantite 
calculee)  -h  30  cc.  d'eau.  Cette  solution,  refroidie  a  I'eau  de  glace, 
fut  additionnee  de  5  cc.  d'acide  chlorhydrique  5 -norm.,  mais  il 
n'en  resulta  aucun  precipite  meme  apres  ^/2  heure  passee  dans 
le  bain  de  glace,  et  bien  qu'on  remuat  frequemment.  On  ajouta 
alors  5  cc.  d'acide  chlorhydrique  concentre,  apres  quoi  Ton  agita 
le  liquide,  et  il  commenga  a  s'y  former  un  volumineux  precipite 
blanc,  que  le  microscope  resolut  en  petites  aiguilles  entremelees 
pourtant  de  quelques  cristaux  lamelles.  Apres  trois  heures  d'ex- 
position  a  la  temperature  de  la  glace  fondante,  on  filtra,  et  le 
precipite  fut  purge  de  chlore  par  lavage  a  I'eau  frappee.  Le 
rendement  fut  de  2S^,^  (le  calcul  disait  2S^J2). 

os%79i6  d'acide  seche  a  I'air  subirent  en  trois  jours,  dans  le 
vide  sur  I'acide  sulfurique,  une  perte  totale  de  0^^1104  (13,95*^/0); 
durant  la  derni^re  journee  le  poids  ne  diminua  que  de  i  mgr.  Ex- 
pose ensuite  a  I'humidite,  il  y  eut  recuperation  de  13,59  %  d'eau. 

oS'^,2042  donnerent,  au  dosage  de  I'azote,  une  quantite  d'am- 
moniaque  repondant  a  io<^*^,43  d'une  solution  d'hyposulfite  norm,  au 
^/i4  (5,11  %  d'azote). 

0^^2352  donnerent  0^^1141  d'eau  (5,39  %  d'hydrogene)  et 
oS'^,4136  d'acide  carbonique  (47,96%  de  carbone). 

oi^^3io3,  titres  par  de  la  phenolphtaleine  et  de  I'hydroxyde  de 
baryum  (0,0996  X  norm.),  en  exigerent  22^^,70  (calcule  pour  un  acide 
ayant   13,95%  d'eau:   22*^*^,72). 


40 


Calcule  pour 
que,   hydrate 

un  acide 
a   13,95' 

letrabasi- 
Vo  d'eau 

Trouve 

c 

48,18 

47,96 

H 

5,19 

5,39 

0 

41,52 

N 

5,11 

5,11 

100,00 

Chauffe  rapidement  dans  des  tubes  capillaires,  I'acide  hy- 
drate fondait  avec  effervescence  quand  on  depassait  un  peu  100^ 
(loi — 106^);  mais  des  qu'on  approchait  de  90^,  il  commengait 
a  se  contracter.  Deshydrate  sur  Tacide  sulfurique,  I'acide  en 
question  se  contractait  des  115—120^  et  fondait  en  moussant 
avec  force  vers  les  125^;  expose  sur  I'eau,  I'acide  deshydrate, 
en  reprenant  son  eau  de  cristalHsation,  retrouvait  le  meme  point 
de  fusion  qu'avant  d'avoir  perdu  son  eau. 

Dans  I'eau  froide  I'acide  hydrate  etait  assez  difficilement 
soluble;  il  se  dissolvait  aisement  dans  I'eau  chaude  et  ne  de- 
gageait  alors  presque  pas  d'acide  carbonique;  mais  en  refroidis- 
sant  il  recristallisait  mal.  En  prolongeant  le  chauffage  de  la 
solution  au  bain-marie,  on  scindait  I'acide:  il  y  eut  non  seule- 
ment  un  degagement  d'acide  carbonique,  mais  en  meme  temps 
une  formation  d'acide  phtalique,  dont  une  partie,  la  solution 
etant  suffisamment  concentree,  cristallisait  par  refroidissement, 
tandis  qu'une  autre  partie,  presente  dans  la  solution  comme 
phtalate  d'«ornithine»  (acide  «-^-diaminovalerique),  ne  se  precipi- 
tait  que  par  I'addition  d'acide  chlorhydrique: 

COOH 

'      CH2-CH2-CH2-NH.CO-CeH4-COOH  ,    ^h    O 
^  <NH  .  CO  •  Ce  H4  •  COOH  -^  ^  1^2  ^ 

COOH 

CH2NH2, 

CH2  HOOC 

=  C02+I  >C6H4  +  C6H4(COOH)2. 

CH2  HOOC 

I 
CHNH2, 

I 
COOH 
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Cependant,  il  n'y  avait  pas  de  decomposition  complete  de 
Tacide  tetrabasique  hydrate  quand  on  le  chauffait  a  I'eau  seule; 
pour  y  arriver,  il  fallait  chauffer  en  presence  de  I'acide  chlor- 
hydrique,  et  alors  on  eut  naturellement  la  totalite  de  I'acide 
phtalique  a  I'etat  libre. 

L'alcool  dissolvait  tres  aisement  I'acide  hydrate,  meme  a  la 
temperature  ordinaire;  I'ether  donnait  un  precipite  dans  la  solu- 
tion. D'une  part,  I'eau  ne  donnait  pas  de  precipite  si  les  solu- 
tions alcooliques  etaient  faibles,  et  d'autre  part,  il  suffisait  d'a- 
jouter  a  une  forte  solution  alcoolique  de  I'acide  I  ou  2  volumes 
d'eau  et  de  remuer  le  liquide  pour  y  avoir  bientot  un  volumineux 
precipite,  ou  le  microscope  revelait  des  groupes  de  belles  ai- 
guilles.    Dans  I'ether  I'acide  hydrate  etait  tres  peu  soluble. 

b.  Pour  produire  la  modification  anhydre  de  I'acide 
phtalamique-^'-propylphtalamique-malonique  il  ne  suffisait  pas  de 
le  deshydrater  dans  le  vide  sur  I'acide  sulfurique;  car  I'acide 
anhydre  obtenu  faisait  contraste  avec  la  modification  anhydre 
telle  qu'on  va  la  decrire  et  pouvait  soit  reprendre  I'eau  de  cris- 
tallisation  par  I'exposition  a  I'humidite,  soit  se  dissoudre  aise- 
ment dans  I'eau  chaude  comme  dans  l'alcool  froid,  et  enfin  son 
point  de  fusion  etait  env.  125^,  c'est-a-dire  de  beaucoup  inferieur 
a  celui  de  la  modification  anhydre  (192 — 193^).  La  deshydrata- 
tion  de  I'acide  hydrate  dans  le  vide  a  une  temperature  depas- 
sant  I'ambiante,  enleva  non  seulement  I'eau,  mais  encore  I'acide 
carbonique. 

Je  n'ai  pu  trouver  aucun  procede  qui  fasse  obtenir  un  rende- 
ment  passable  de  la  modification  anhydre;  mais  il  est  aise  de 
s'en  procurer  des  quantites  assez  notables  en  sursaturant  d'acide 
chlorhydrique  concentre  les  solutions  aqueuses  du  sel  sodique 
sans  les  refroidir  (comp.  la  preparation  de  la  modification  hy- 
dratee).  En  preparant  I'acide  ornithurique  avant  de  connaitre  cet 
etat  de  choses,  il  m'est  parfois  arrive  de  dissoudre,  comme  on 
I'a  decrit  plus  haut  (v.  p.  38),  I'ether  phtalimido-y-propylphtali- 
mido-malonique  dans  une  forte  lessive  de  sonde,  et  comme  je 
ne  me  proposals  pas  de  preparer  I'acide  tetrabasique  comme 
produit  intermediaire,  la  solution  ne  fut  refroidie  que  jusqu'a  la 
temperature  ambiante,  etendue  d'un  peu  d'eau,  puis  sursaturee 
d'acide  chlorhydrique  concentre  sans  refroidissement  ulterieur. 
11  en  resulta  une  forte  production  de  chaleur  et  un  abondant 
degagement   d'acide   carbonique,    pendant   lesquels   se   forma    un 
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precipite  huileux,  que  I'application  de  la  chaleur  au  bain-marie 
fit  en  partie  dissoudre  et  en  partie  cristalliser.  Examine  de  pres, 
ie  precipite  obtenu  se  trouva  .etre  non  plus  de  I'acide  phtalique 
pur,  comme  je  I'avais  d'abord  admis,  mais  au  contraire  un  me- 
lange d'acide  phtalique  et  de  I'acide  anhydre  dont  il  est  ici 
parle.  La  teneur  en  azote  etait  dans  I'une  des  experiences  ii  Vo, 
et  dans  I'autre  i6^/o  de  la  totalite  d'azote  contenue  dans  la  ma- 
tiere  employee  comme  point  de  depart.  Dans  le  premier  cas  le 
melange  d'acide  phtalique  et  d'acide  tetrabasique  fut  de  nouveau 
dissous  dans  une  lessive  de  sonde,  et  le  liquide  resultant,  suffi- 
samment  dilue  et  refroidi  et  additionne  d'acide  chlorhydrique, 
donna  un  precipite  de  I'acide  hydrate^  qui  fut  transforme  en 
acide  ornithurique,  de  la  maniere  qu'on  decrira  plus  tard.  Dans 
I'autre  cas,  ou  I'experience  consomma  ^/lo  mol.  gr.  (49 ^"^,2)  d'ether 
phtalimido- j'-propylphtalimido-malonique,  on  chercha  d'abord 
a  decomposer  I'acide  tetrabasique  mele  d'acide  phtalique,  en 
le  cbauffant  pendant  3  heures  au  bain-marie  avec  200  cc.  d'eau 
et  200  cc.  d'acide  chlorhydrique  concentre;  mais  on  n'y  reussit 
guere,  car  I'acide  phtalique  obtenu  par  refroidissement,  filtration 
et  lavage  a  I'eau  froide  contenait  encore  un  total  de  313  mgr. 
d'azote,  soit  environ  1 1  Vo  de  la  quantite  d'azote  de  la  matiere 
servant  de  point  de  depart  (2800  mgr.  d'azote).  L'acide  obtenu 
en  dernier  lieu  fut  alors  traite  a  plusieurs  reprises  par  de  I'eau 
bouillante,  et  des  extraits  aqueux  qui  en  resulterent  on  tira  par 
refroidissement  et  cristallisation  un  acide  phtalique  presqu'absolu- 
ment  pur;  il  resta  un  residu  non  dissous  et  constituant  une  poudre 
blanche  presque  insoluble  dans  I'eau  chaude  et  qui,  sechee  a 
I'air,  pesait  4  gr.  (11  Vo  de  ^/lo  mol.  d'acide  tetrabasique  anhydre 
pesent  ^^'^,2). 

og'',2i9i  d'acide  seche  a  I'air  donn^rent  au  dosage  de  Tazote 
une  quantite  d'ammoniaque  repondant  a  12^^,98  d'hyposulfite  norm, 
au  ^/i4  (5,92  Vo  d'azote,  calcule  a  5,93  Vo  pour  I'acide  tetrabasi- 
que anhydre). 

0^^,2588  exig^rent  pour  la  neutralisation  a  la  phenolphtaleine 
comme  indicateur  21^^,7  d'hydroxyde  de  baryum  (0^0996  X  norm.), 
(calcul:   22  ^^^,0). 

Rapidement  chauffe  en  tube  capillaire,  I'acide  anhydre  fondit 
entre  192  et  193^  (corr.),  mais  vers  190^  il  commenga  a  se  con- 
tracter. 

Dans  I'eau  froide  I'acide  anhydre  etait  pour  ainsi  dire  in- 
soluble;   il  se  dissolvait  tres  difficilement  dans   I'eau   chaude,   et 
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dans   Tether   il    etait   tres   peu   soluble,    de    meme    que    la   modi- 
fication hydratee. 

Dans  I'alcool  froid  I'acide  etait  difficilement  soluble;  au  con- 
traire,  il  se  dissolvait  assez  aisement  dans  I'alcool  chaud,  et 
quand  on  ajoutait  de  I'eau  a  la  solution  alcoolique,  on  pouvait 
de  nouveau  en  precipiter  I'acide  en  presque  totalite.  ^/2  gr. 
d'acide  anhydre  fut  dissous  en  15  cc.  d'alcool  chaud;  des  qu'on 
refroidit,  on  vit  se  detacher  de  petits  cristaux  brillants,  dont  le 
nombre  augmenta  au  fur  et  a  mesure  qu'on  ajoutait  de  I'eau; 
on  en  mit  peu  a  peu  60  cc.  Le  precipite,  vu  au  microscope, 
presentait  exclusivement  de  petits  cristaux  courts  et  prismatiques; 
on  filtra  et  fit  deux  lavages  a  I'eau,  apres  quoi  le  produit  seche 
a  I'air  pesait  os^45.  L'acide  ainsi  obtenu  fondait  des  150^  et, 
seche  dans  le  vide  sur  I'acide  sulfurique,  perdait  2  %  de  son 
poids;  on  fit  alors  bouillir  la  totalite  de  I'acide  dans  3  X  10  cc. 
d'eau,  puis  on  filtra  et  lava  de  nouveau  a  I'eau  froide;  cette  mani- 
pulation laissa  ©^^^,39  d'acide  seche  a  I'air.  La  solubilite  presque 
nulle  dans  I'eau  chaude  montrait  done  clairement  qu'il  s'agissait 
ici  de  la  modification  anhydre  de  I'acide;  mais  meme  apres  qu'on 
eut  traite  par  I'eau  bouillante,  le  point  de  fusion  depassait  en- 
core a  peine  150^  et,  deshydrate  par  I'acide  sulfurique  dans  le 
vide,  I'acide  abandonna  environ  2  ^/o  d'eau. 

o?'',o82i  d'acide  seche  dans  le  vide  par  I'acide  sulfurique,  don- 
nerent  au  dosage  de  I'azote  une  quantite  d'ammoniaque  repondant  a 
4<^'^,88  d'hyposulfite  norm,  au  ^/i4   (5,94%  d'azote,   calcul:    5,93%). 

0^^,2519  du  meme  acide  que  ci-dessus,  titre  par  de  la  phenolphta- 
leine  et  de  I'hydroxyde  de  baryum  (0,0996  x  norm.),  en  exigerent  21^^,3 
(calcul:   2 1 §^,4), 

La  modification  anhydre  se  laisse  transformer  en  I'hydratee, 
comme  on  I'a  deja  mentionne  (p.  39),  et  il  resulte  de  ce  qui  pre- 
cede qu'on  pent  preparer  la  modification  anhydre  en  dissolvant 
I'acide  hydrate  dans  une  lessive  de  sonde  et  precipitant  ensuite, 
dans  des  conditions  convenables,  par  I'acide  chlorhydrique.  J'ai 
egalement  reussi  a  produire  de  tres  petites  quantites  de  la  modi- 
fication anhydre  simplement  en  traitant  i'hydratee  par  I'acide 
chlorhydrique  et  chauffant  un  peu.  A  titre  d'exemple,  voici  une 
experience  isolee: 

2  gr.  d'acide  hydrate  furent  dissous  en  30  cc.  d'eau  chaude, 
puis  on  y  ajouta  30  cc.  d'acide  chlorhydrique  concentre,  et  le 
tout  fut  chauffe  a  50—60^  en  remnant  frequemment.  II  ne 
tarda  pas  a  se  former  un  precipite  cristallin,    dont  le  microscope 


44 

revela  I'aspect  tres  irregulier,  mais  ou  il  fit  voir  entre  autres  une 
quantite  de  cristaux  acicules,  certainement  composes  de  la  modi- 
fication hydratee  de  I'acide.  On  filtra  le  precipite,  le  lava  a  I'eau 
froide  pour  enlever  I'acide  chlorhydrique,  puis  on  le  fit  bouillir 
a  plusieurs  eaux;  il  en  resta  a  I'etat  non  dissous  environ  o^^^\ 
d'un  acide  tres  peu  soluble  dans  I'eau  chaude  et  qui.  seche  a 
Fair,  fondait  bien  des  qu'il  approchait  de  i8o^,  mais  pourtant 
affectait  la  teneur  en  azote  calculee  pour  I'acide  anhydre. 

o^%o539  donnerent  au  dosage  de  Tazote  une  quantite  d'ammo- 
niaque  repondant  a  3^^,18  d'hyposulfite  norm,  au  Vi4  (5,90%  d'azote; 
calcul:  5,93  Vo). 

3.     Acide  a  ^-dibenzoyle-diaminoval^rique 
(ou  acide  ornithurique  artificiel): 

CH2NH(COC6H5) 

I 
CH. 

I 
CH, 

I 
CHNH(COC6H5) 

I 
COOH. 

^/lo  mol.  gr.  (49g'^,2)  d'ether  phtalimido-y-propylphtalimido- 
malonique  traite  dans  un  matras  de  2  litres  par  une  solution  de 
40  gr.  d'hydroxyde  de  sodium  en  80  cc.  d'eau,  se  transforma  en 
sel  sodique  d'acide  phtalamique-y-propylphtalamique-malonique 
(v.  p.  38).  On  refroidit  le  liquide  et  I'etendit  d'eau  et  de  glace 
jusqu'a  volume  d'environ  un  litre,  apres  quoi  Ton  y  ajouta,  peu 
a  peu  et  en  remnant  bien,  250  cc.  d'acide  chlorhydrique  5 -norm. 
(il  fallait  200  cc.  pour  neutraliser  la  quantite  employee  d'hydroxyde 
de  sodium);  il  n'en  resulta  aucun  ou  seulement  un  petit  precipite, 
qui  fut  aisement  dissous  par  la  chaleur  du  bain-marie.  En  chauf- 
fant  ainsi.  Ton  ne  tarda  pas  a  constater  un  abondant  degagement 
d'acide  carbonique,  qui  cessa  au  bout  d'une  ou  deux  heures; 
alors  on  y  ajouta  encore  300  cc.  d'acide  chlorhydrique  concentre, 
^ipres  quoi  le  liquide  fut  transvase  dans  une  capsule  en  porce- 
laine  et  evapore  au  bain-marie  jusqu'a  abondant  depot  de  sel 
marin  et  reduction  de  I'eau-mere  a  any.  100  cc.  Apres  refroidisse- 
ment,  on  ajouta  200  cc.  d'acide  chlorhydrique  concentre,  et  la 
masse  fut  bien  ecrasee  au  pilon  dans  la  capsule.  L'ayant  laissee 
une  heure  dans  I'eau  frappee,    on  en  separa  par  filtration  le  me- 
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lange  obtenu  de  chlorure  de  sodium  et  d'acide  phtalique,  qu'on 
lava  bien  a  plusieurs  reprises  avec  un  melange,  refroidi  a  la  glace, 
de  4  volumes  d'acide  chlorhydrique  concentre  et  d'un  volume 
d'eau^).  La  solution  chlorhydrique  obtenue  fut  evaporee  au  bain- 
marie  jusqu'a  consistance  sirupeuse,  puis  reprise  a  I'eau  frappee 
a  dose  minima,  et  I'acide  phtalique  qui  resta  en  fut  separe  sur 
un  petit  filtre,  puis  subit  un  lavage  reitere  a  I'eau  froide^). 

La  solution  aqueuse  ainsi  obtenue  du  chlorhydrate  de  I'acide 
a-3-diaminovalerique  fut  additionnee  d'une  lessive  de  sonde  2-norm. 
jusqu'a  reaction  franchement  alcaline,  puis  etendue  d'eau  au  point 
de  donner  en  tout  pres  d'^/2  1.  Refroidie  a  I'eau  frappee,  elle 
fut  benzoylee  par  addition  de  dix  doses  egales  de  chlorure  de 
benzoyle,  en  tout  47  cc.  =  56  gr.  (c'est-a-dire  le  double  de 
la  dose  calculee),  plus  425  cc.  de  lessive  de  sonde  2-norm. 
(dose  calculee:  400  cc).  A  chaque  addition,  la  fiole  011  Ton 
benzoylait,  fut  bouchee  au  liege  et  installee  dans  un  seau  rempli 
de  glace  et  qu'on  secoua  dans  un  agitateur  jusqu'a  disparition  de 
Todeur  de  chlorure  de  benzoyle,  ordinairement  15  a  20  minutes. 
Les  additions  de  lessive  de  sonde  furent  dosees  de  telle  sorte  que 
chacune  d'elles,  meme  la  derniere,  laissat  un  petit  exces  de  cette 
lessive.  Une  fois  benzoylee,  la  masse  laissa  sur  le  filtre  un  tres 
faible  precipite  (probablement  une  trace  de  dibenzoyltrimethylene- 
diamine  due  a  ce  que  la  matiere  d'origine  contenait  une  trace 
de  trimethylenediphtalimide).  Le  liquide  filtre  fut  refroidi  a  la 
glace,  et  Ton  y  ajouta  pen  a  pen  250  cc.  d'acide  chlorhydrique 
2-norm.,  qui  fit  tomber  un  melange  d'acide  benzoique  et  d'acide 
ornithurique,  lequel  d'ordinaire  cristallisait  aussitot.  Reste  tel 
jusqu'au  lendemain,  mais  frequemment  remue,  le  liquide  fut  filtre 
a  I'aspirateur,  et  le  precipite  debarrasse  de  chlore  a  I'eau  froide. 
Puis  on  epuisa  a  I'eau  bouillante  le  melange  des  acides  benzoi- 
que et  ornithurique  jusqu'a  n'avoir  plus  de  cristallisation  d'acide 
benzoique  dans  les  extraits  aqueux  refroidis.  Enfin  I'acide  orni- 
thurique restant  fut  bien  malaxe  a  I'eau  dans  un  mortier,  puis 
soigneusement  lave  a  I'eau  chaude  dans  un  entonnoir  ad  Jioc. 
Ce  lavage  ne  fit  perdre  que  tres  pen  d'acide  ornithurique;  I'acide 


^)  Le  melange  de  chlorure  de  sodium  et  d'acide  phtalique  fut  epuise  par  I'eau 
froide,  et  I'acide  phtalique  qui  resta,  purge  de  chlore  et  seche  a  I'air,  pesait 
27 — 30  gr.  (calcul :   33g'^,2)  et  ne  contenait  par  gramme  que  omgr,2  d'azote. 

^)  L'acide  phtalique  qui  restait  et  qui  etait  presque  completement  exempt  d'azote, 
pesait,   apres  avoir  ete  seche  a  I'air,   3  a  4  gr. 
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ornithurique  brut  seche  a  I'air  rendit  28 — 30  gr.,    soit  env.  85  Vo 
de  la  quantite  calculee. 

Get  acide  ornithurique  brut  etait  presque  parfaitement  pur; 
il  etait  d'un  blanc  pur;  pour  tous  les  echantillons  que  j'ai  pre- 
pares, son  point  de  fusion,  au  chaufifage  rapide  en  tube  capillaire, 
etait  de  187 — 188^  (corr.).  (Pour  I'acide  ornithurique  naturel 
Jaffe^)  place  le  point  de  fusion  a  182^  [dec],  Schulze  et 
Winterstein^)  a  184^,  et  pour  I'acide  ornithurique  artificiel, 
Fischer^)  indique  184 — 185^  [corr.  187—188%  Aussi,  la  com- 
position repondait-elle  a  la  formule.  Sur  un  seul  point  Ton  con- 
stata  une  difference  entre  les  preparations  brutes  d'acide  orni- 
thurique et  les  produits  recristallises  dans  I'alcool,  le  sechage 
dans  le  vide  a  120^  laissant  a  ces  derniers  leur  couleur  parfaite- 
ment blanche,  tandis  que  cette  dessiccation  donnait  aux  pre- 
parations brutes  une  teinte  jaunatre  tellement  faible  qu'on  ne 
pouvait  en  juger  qu'en  la  confrontant  avec  la  blancheur  des  pre- 
parations pures.  Seche  a  I'air,  I'acide  ornithurique  brut  subissait 
par  dessiccation  dans  le  vide  a  env.  120^  une  perte  de  poids 
d'environ  0,1  Vo  seulement.  Voici  le  resultat  des  analyses  des 
preparations  ainsi  sechees: 

o§^S2i43  de  la  preparation  A  donndrent  au  dosage  de  I'azote 
une  quantite  d'ammoniaque  repondant  a  17 '='=,54  d'hyposulfite  norm, 
au  Vi4  (8,18  Vo  d'azote). 

0^^^,2031  de  la  preparation  B  repondaient  a  16 ^^^,65  de  cette 
solution  (8,20  Vo  d'azote). 

oS'^,3161  de  la  preparation  C  repondaient  a  25*^^,92  de  cette 
solution  (8,20  Vo  d'azote). 

oS'^,2885  de  la  preparation  D  repondaient  a  2  3^'^,62  de  cette 
solution  (8,19^0  d'azote). 

0^^2085  de  la  preparation  E  repondaient  k  16 ^^^,97  de  cette 
solution  (8,14^/0  d'azote). 

0^^2490  de  la  preparation  B  donnerent  o?'',i339  d'eau  (5,98^0 
d'hydrog^ne)  et  oS'',6o97  d'acide  carbonique  (66,79^/0  de  carbone). 

Calcule  Trouve 


Acide  ornithur.  brut              Acide  ornithur.  recrist.  (v.  plus  bas) 

Ci9  228 

67,06 

66,79                             67,04 

H20    20 

5,88 

5,98                               6,09 

O4       64 

18,82 

N2       28 

8,24 

8,18  8,20  8,20  8,19  8,14     8,20     8,17 

340 

100,00 

^)  Ber.  d.  deutsch.   chem.   Ges.   X,    1927  (1877). 
2)  Zeitschrift  f.  physiol.   Chemie  XXVI,  4  (1898). 
^)  Ber.  d.   deutsch.   chem.  Ges.  XXXIV,  463  (1901). 
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On  purifia  parfaitement  I'acide  ornithurique  en  le  faisant  re- 
cristalliser  dans  I'alcool,  operation  qui  a  un  point  assez  interes- 
sant  pour  amener  a  decrire  en  detail  quelques  experiences. 

20  gr.  de  I'acide  ornithurique  B  furent  dissous  en  300  cc. 
d'alcool  bouillant.  Placee  dans  I'eau  froide  et  frequemment  re- 
muee,  la  solution  deposa  en  un  jour  un  volumineux  precipite, 
de  belle  apparence,  blanc  et  cristallin,  ou  le  microscope  faisait 
voir  des  faisceaux  de  cristaux  acicules.  On  filtra,  et  le  precipite 
fut  lave  trois  fois  a  I'aspirateur  avec  de  I'alcool  absolu.  L'acide 
ornithurique  Bj,  seche  a  I'air^),  donna  IS^^S  qui,  seches  dans  le 
vide  a  120^,  garderent  leur  couleur  blanche  et  perdirent  env. 
I  Vo  en  poids,  le  point  de  fusion  restant  entre  187  et  188^ 
(corr.)  comme  avant  la  recristallisation.  Voici  le  resultat  de 
I'analyse  de  la  preparation  sechee  dans  le  vide : 

0^^1904  donnerent  au  dosage  de  I'azote  une  quantite  d'ammo- 
niaque  repondant  a  i^^'^,62  d'hyposulfite  norm,  au  ^/u  (8,20%  d'azote). 

o&'^,2233  donnerent  os%i224  d'eau  (6,09%  d'hydrogene)  et 
oS'^,5489  d'acide  carbonique  (67,04^0  de  carbone). 

os'^,5488  titres  par  de  la  phenolphtaleine  et  de  I'hydroxyde  de 
baryum  (0,0996  X  norm.),  en  exig^rent   16^^,20  (calcul:   i6<=^,2i). 

L'eau-mere  et  I'alcool   de   lavage  de  Bj  furent  evapores  jus- 

qu'a  volume  d'env.  100  cc,  puis  laisses  dans  I'eau  froide  pendant 

la   nuit.     L'acide   ornithurique   B[i   recristallise   fut   traite    comme 

Bi  et,    seche  a  I'air,    donna  un  poids  de  4^'',7.     Elle  aussi,    cette 

portion   resta   blanche    quand   on   la   secha   dans   le  vide  a  120^, 

mais  y  perdit   1,3%  de  son  poids.     L'acide    sec   fondait   a  187^ 

(corr.)  et  contenait  8,17%  d'azote. 

osr,202i  repondaient  a  16,52  d'hyposulfite  norm,  au  ^/u  (8,17^0 
d'azote). 

L'acide   ornithurique   contenu    dans   les    eau-mere   et   alcool 

de  lavage  de  Bn  fut  isole  en  distillant  I'alcool  a  la  vapeur  d'eau. 

Completement  refroidi,  le  liquide  fut  filtre  et  l'acide  ornithurique 

lave  trois  fois  a  I'eau  bouillante,  apres  ecrasement  dans  un  mor- 

tier.     Seche  a  Fair,  Bm  pesait  is'',4  et  prit  nettement  une  teinte 

jaunatre    quand    on   le   secha   dans  le  vide  a  120^,    perdant  alors 

env.  0,8  Vo  de  son  poids.    L'acide  sec  fondait  entre   184  et   185^ 

(corr.)  et  contenait  8,15  Vo  d'azote. 


^)  D'une  part,  l'acide  ornithurique  brut  seche  a  I'air  ne  perdait  presque  rien 
de  son  poids  quand  on  le  sechait  dans  le  vide  a  120°,  et,  de  leur  cote,  les 
produits  recristallises  dans  I'alcool,  puis  seches  a  I'air,  perdaient  V2 — 1^/2% 
de  leur  poids  lorsqu'on  les  sechait  ensuite  dans  le  vide  a   120°. 
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L'experience  qu'on  vient  de  decrire  montre  clairement  que 
la  recristallisation  dans  I'alcool  rend  possible  d'amasser  dans  la 
derniere  eau-mere  alcoolique  les  faibles  quantites  d'impuretes  du 
produit  brut.  Cependant  cela  n'exclut  pas  le  cas  ou,  traitant 
I'acide  ornithurique  par  I'alcool  chaud,  on  peut  produire  une 
petite  quantite  d'ornithurate  d'ethyle,  qui  s'amassera  probable- 
ment  dans  la  derniere  eau-mere  alcoolique.  Sans  justifier  cette 
opinion,  la  petite  experience  que  voici  la  rend  admissible. 

6s'^,8  d'acide  ornithurique  brut  C  furent  portes  a  I'ebullition 
avec  125  cc.  d'alcool  absolu  dans  un  matras  muni  d'un  tube 
refrigerateur  ascendant  (on  avait  soigneusement  fait  bouillir  dans 
I'alcool  les  bouchons  employes).  Au  bout  d'un  jour,  on  eut  Q 
(3^^75)  P^''  simple  cristallisation,  et  Qi  (2S'',78)  de  I'eau-mere  en 
eliminant  I'alcool  par  la  vapeur  d'eau. 

Dans  le  vide  a  120*^  Q  perdit  env.  0,5  Vo  de  son  poids  sans 
rien  perdre  de  sa  blancheur;  point  de  fusion  de  I'acide  sec: 
187  —  188^  (corr.);  teneur  en  azote:  8,15^0. 

Qi  en  pareil  cas  perdit  env.  1,7  %  en  poids  et  se  teignit 
legerement  en  jaunatre;  I'acide  sec  fondait  a  183 — 184^  (corr.) 
et  contenait  8,11%  d'azote. 

En  agitant  avec  de  I'ether  Q,  Qi  et  I'acide  ornithurique  brut, 
et  enlevant  ensuite  par  evaporation  les  extraits  etheriques,  on 
n'eut  plus  qu'un  reste  insignifiant  des  extraits  fournis  par  I'acide 
ornithurique  brut  et  par  le  produit  Q;  ce  reste  cristallisa  aise- 
ment,  tandis  que  I'extrait  etherique  de  Qi  abandonna  une  quan- 
tite d'huile  peu  considerable,  il  est  vrai,  mais  qui  pourtant  se 
laissait  bien  peser;  je  ne  reussis  pas  a  le  faire  cristalliser.  L'ether 
ne  pouvant  pas  extraire  cette  huile  du  produit  brut,  il  est  na- 
turel  d'admettre  qu'elle  s'est  formee  pendant  la  recristallisation. 
Traites  par  l'ether,  Ci  et  Cn  furent  de  nouveau  seches  dans  le 
vide  a  120^,  apres  quoi  Q  fondit  entre  187  et  188^  (corr.),  et 
sa  teneur  en  azote  fut  de  8,17^0,  tandis  que  pour  Cn  le  point 
de  fusion  fut  entre  186  et  187^,  la  teneur  en  azote  etant  la 
meme  (8,17  ^/o). 

Le  resultat  collectif  de  ces  experiences  et  de  leurs  analogues 
relativement  a  la  recristallisation  fut  comme  suit: 

1°  L'acide  ornithurique  brut,  prepare  comme  on  I'a  decrit 
plus  haut,  doit  etre  regarde  comme  a  tres  peu  pres  pur; 

et  2°  La  recristallisation  de  I'acide  ornithurique  dans  I'alcool 
peut  fournir   la   majeure  partie  de  I'acide  a  I'etat  de  purete  par- 
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faite,  et  d'autre  part  le  reste  peut  etre  retire  de  I'eau-mere,  mais 
alors  il  est  mele  d'une  petite  quantite  d'une  impurete  huileuse. 
Comme  caracteristique  parmi  les  produits  derives  de  I'acide 
ornithurique  naturel  et  de  Tornithine  on  peut  mettre  en  relief 
special  le  sel  calcaire  d'acide  ornithurique  que  Jaffe^)  prepara 
le  premier;  de  plus,  la  monobenzoylornithine  preparee  par  lui^) 
et  la  combinaison  de  I'isocyanate  de  phenyle  et  de  I'ornithine 
etudiee  tout  recemment  par  R.  O.  Herzog^).  Par  comparaison, 
j'ai  prepare  les  composes  correspondants  en  partant  de  I'acide 
ornithurique  artificiel. 

4.    Ornithurate  de  chaux: 

CH2NH(CO-C6H5) 

I 

I 
CHNH(COC6H5) 

COOCai/,  ,  V2H2O. 

Voici  comment,  en  suivant  les  indications  de  Jaffe*),  je  pre- 
parai  ce  sel  de  chaux  qui  caracterise  I'acide  ornithurique: 

V200  mol.  gr.  (i^S7)  d'acide  ornithurique  fut  dissous  en  20  cc. 
d'eau  et  quelques  gouttes  d'eau  ammoniacale,  et  I'exces  d'am- 
moniaque  fut  chasse  au  bain-marie  bouillant;  puis,  ayant  refroidi, 
on  ajouta  4  cc.  de  chlorure  de  calcium  2 -norm,  (calcule  a  2  "^'^,5). 
Conformement  aux  indications  de  Jaffe,  il  n'en  resulta  aucun  pre- 
cipite  tant  que  le  liquide  resta  froid;  mais  le  bain-marie  bouil- 
lant ne  tarda  pas  a  donner  lieu  au  depot  d'un  sel  blanc  a  gros 
cristaux,  que  le  microscope  presenta  comme  compose  de  fais- 
ceaux  et  paquets  de  cristaux  incolores  purement  lamelles  (les 
autres  auteurs  qui  ont  decrit  ce  sel  disent  seulement  qu'il  est 
cristallin,  mais  ils  ne  parlent  pas  de  I'aspect).  Pendant  V*  d'heure 
on  chauffa  et  remua  le  liquide,  puis  on  le  refroidit  et  le  filtra, 
et  le  precipite  fut  debarrasse  de  son  chlore  par  un  lavage  a 
I'eau  froide.    Le  rendement  fut  de  18^,3   (calcul:  1-^8).    Chauffant 


^)  Ber.  d.   deutsch.   chem.   Ges.   XI,   406  (1878). 

')  Ibid.   XI,  408  (1878). 

8)  Zeitschrift  f.  physiol.   Chemie  XXXIV,   525  (1902). 

*)  A  I'endroit  cite. 
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ensuite  Teau-mere  au  bain-marie  pendant  deux  heures,  on  n'eut 
qu'un  depot  de  og'^,05  d'un  sel  ayant  tout  a  fait  I'aspect  du  pro- 
duit  principal.  L'analyse  des  produits  seches  a  I'air  donna  le 
resultat  suivant: 

0^^4201  du  sel  A  donnerent  0^^0325  de  chaux  calcine  (5,52^/0 
de  calcium). 

o^'',2  732  du  sel  B  donnerent  0^^^,0209  de  chaux  calcine  (5,45^/0 
de  calcium). 

0^^^,2021  du  sel  A  donnerent  au  dosage  de  I'azote  une  quantite 
d'ammoniaque  repondant  a  i5^S3o  d'hyposulfite  norm,  au  ^/i4  (7,57% 
d'azote). 

0^^1937  du  sel  B  repondaient  i4<^'^,7o  de  cette  solution  (7,56^0 
d'azote). 

0^^2065  du  sel  B  donnerent  0^^,1039  d'eau  (5,59  ^/o  d'hydro- 
g^ne)  et  0^^4681   d'acide  carbonique  (61,84^/0  de  carbone). 

o^SS^sS  du  sel  A,  restes  dans  le  vide  sur  I'acide  sulfurique 
pendant  24  heures,  avaient  perdu  i  mgr. ;  mais  ensuite,  ni  dans  le 
vide  sur  I'acide  sulfurique,  ni  dans  le  vide  a  70^ — 75^,  ils  ne  per- 
dirent  rien  en  24  heures,  tandis  que  dans  le  vide  entre  iio^  et 
115^  ils  perdirent  encore  i3™si'^8  peu  k  peu  et  en  4  jours,  au  bout 
desquels  le  poids  ne  changea  plus.  (La  perte  totale  fut  de  2,53  ^/o.) 
2  heures  de  sejour  sur  I'eau  a  la  temperature  ordinaire  suffirent  pour 
faire  reprendre  toute  I'eau. 

0^^9823  du  sel  C  se  comport^rent  exactement  comme  le  sel  A, 
perdirent  une  quantite  insignifiante  dans  le  vide  sur  I'acide  sulfurique, 
puis  rien  dans  le  vide  a  70^ — 75^.  Apr^s  un  sejour  de  2  fois  48 
heures  dans  le  vide  entre  1 1  o  ^  et  115^,  la  perte  de  poids  fut  con- 
stante,  savoir  og'',o253  =  2,58^0;  expose  ensuite  a  I'air  a  la  tem- 
perature ordinaire,  ledit  sel  recupera  en  6  heures  toute  son  eau,  en 
se  mettant  en  grumeaux.  Un  sejour  prolonge  k  I'air  ou  sur  I'eau  ne 
fit  pas  augmenter  le  poids  de  plus  de  i — 2  mgr.,  et  en  prolongeant 
pendant  plusieurs  semaines  la  dessiccation  dans  le  vide  sur  I'acide 
sulfurique,  la  plus  forte  diminution  du  poids  ne  depassa  pas  i — 2  mgr., 
ce  qui  etait  evidemment  du  a  I'adherence  de  I'humidite. 

Trouve  Calcule 


C38  456 

61,96 

A 

B 
61,84 

c 

H40    40 

5,43 

5,59 

09    144 

N4    56 

19,57 
7,61 

7,57 

7,56 

Ca        40 

5,43 

5,52 

5,45 

736 

100,00 

HoO     18 

2,45 

2,53 

2,58 

Les   analyses   precedentes   mettent   en    evidence    que   I'acide 
ornithurique   artificiel    prepare   par  moi  donne  un  sel  de  calcium 
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qui,  seche  a  I'air,  contient  par  atome  de  calcium  une  molecule 
d'eau  impossible  a  eliminer  par  le  vide  et  I'acide  sulfurique  et 
ne  disparaissant  qu'avec  lenteur  dans  le  vide  entre  iio^  et  115^. 
Le  sel  deshydrate  etait  tellement  avide  d'eau  que  j'ai  constate 
le  fait  suivant:  Expose  dans  un  sechoir  a  evacuer  contenant  de 
I'air  ordinaire  a  la  temperature  ambiante,  un  sel  deshydrate 
n'avait  pas  tarde  a  s'humecter  a  tel  point  que  meme  apres  avoir 
chauffe  dans  le  vide  entre  iio^  et  115^  pendant  24  heures,  on 
n'avait  pas  encore  reelimine  toute  I'eau.  Dans  les  essais  de 
dessiccation  decrits  plus  haut  les  pesees  ne  furent,  en  conse- 
quence, repetees  qu'a  48  heures  d'intervalle. 

E.  Fischer^),  contrairement  a  ce  qui  precede,  indique  que 
le  sechage  dans  le  vide  sur  I'acide  sulfurique  enleve  toute  I'eau 
du  sel  calcique  ornithurique  racemique  prepare  par  lui.  II  n'en 
donne  qu'une  analyse,  dosage  du  calcium,  qui  ne  suffit  pas  a 
decider  la  question  (il  trouva  5,53  Vo  de  calcium;  calcule:  5,57% 
pour  le  sel  anhydre,  et  5,43  Vo  pour  I'hydrate).  Quant  a  I'acide 
ornithurique  optiquement  actif  tire  des  produits  naturels,  Schulze 
et  Winterstei  n^)  ont  examine  le  sel  calcique  d'un  acide  orni- 
thurique obtenu  par  la  decomposition  de  I'arginine;  cependant 
ils  se  sont  contentes  d'un  dosage  de  calcium  (5,48  Vo  de  Ca), 
tandis  que  Jaffe^)  donne  des  analyses  completes  de  sels  cal- 
ciques  d'un  acide  ornithurique  tire  des  excrements  de  poules 
nourries  a  I'acide  benzoique.  Dans  son  memoire  M.  Jaffe  n'indi- 
que  pas  comment  le  sel  a  ete  seche  avant  I'analyse,  mais,  sur 
ma  demande,  ce  savant  a  eu  la  bonte  de  m'apprendre  que  la 
dessiccation  a  vraisemblablement  du  avoir  lieu  entre  105  ^  et 
1 10^.  Les  analysed  de  Jaffe  et,  en  ce  cas,  surtout  les  dosages 
du  carbone,  font  ressortir  qu'il  a  analyse  un  sel  anhydre  (trouve 
dans  une  preparation :  63,68  %  de  carbone,  et  dans  une  autre : 
64,2%  de  carbone;  calcule  pour  le  sel  anhydre:  63,5^/0  de  car- 
bone, et  pour  I'hydrate:  61,96%  de  carbone).  La  petite  expe- 
rience ci-dessous,  faite  apres  reception  de  la  communication  de 
M.  Jaffe,  montre  que  le  sel  calcique  sus-decrit  de  I'acide  orni- 
thurique artificiel  contient  encore  i  mol.  d'eau  apres  une  dessic- 
cation entre  105^  et  iio^,  et  contraste  ainsi  avec  le  sel  calcique 
de  Jaffe. 


^)  Ber.   d.   deutsch.   chem.   Ges.   XXXIV,  463  (1901}. 
2)  Zeitschr.   f.  physiol.   Chemie  XXVI,   5  (1898). 
^)  Ber.  d.   deutsch.   chem.  Ges.   XI,  406  (1878). 
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osr,8i26  du  sel  C  seches  entre  io8^  et  iio^  dans  un  sechoir 
ordinaire,  perdirent  en  2  jours  oS'-,ooi2  (d'humidite  adherente),  puis, 
rien  en  3  jours  entre  108^  et  iio^,  ni  rien  non  plus  en  deux  jours 
entre  119^  et  122*^  durant  la  dessiccation  dans  le  meme  sechoir;  au 
contraire,  lorsqu'ensuite  on  dessecha  dans  le  vide  entre  115^  et  117^, 
la  perte  fut  de  og'',o2oo  en  2  jours  (2,46  ^/o,  calcule  pour  i  mol.  d'eau: 
2,45  ^/o),  et  en  prolongeant  le  sejour  dans  le  vide  entre  115^  et  117^, 
on  ne  fit  pas  changer  le  poids  en  2  jours;  finalement,  expose  a  I'air, 
le  sel  desseche  y  reprit  0^^^,0216  d'eau. 


5.    Acide  monobenzoyle-a-()-diaminoval6rique 
(Monobenzoyle-ornithine) : 

CH2  NH  (CO  •  Cg  H5)  CH2  NH2 

I  I 

(CH^)^  (CH^)^ 

I  ou  I 
CHNH2  CHNHlCO-CeHs) 

I  I 

COOH  COOH. 

^/loo  mol.  gr.  (3^S4)  d'acide  ornithurique  fut  traite  d'apres  le 
precede  Jaffe^)  et  mis  avec  100  cc.  d'acide  chlorhydrique  a 
20  Vo  dans  un  ballon  d'V2  litre  place  dans  un  bain  d'huile  a 
140^.  On  chauffa  pendant  2  heures,  et  presque  tout  etant  dis- 
sous  (le  liquide  etait  reduit  alors  a  environ  la  moitie  de  son 
volume),  on  refroidit  a  I'eau  frappee  et  filtra  pour  eliminer  I'acide 
benzoique  depose.  Le  liquide  filtre  fut  evapore  au  bain-marie, 
en  ajoutant  souvent  de  I'eau,  jusqu'a  production  d'une  masse 
huileuse,  qu'on  traita  par  I'eau  froide  a  petite  dose,  apres  I'avoir 
refroidie  a  la  glace.  Ayant  separe  par  filtration  I'acide  benzoi- 
que non  dissous,  le  liquide  restant  fut  neutralise  a  I'eau  ammo- 
niacale,  ce  qui  fit  tomber  la  monobenzoylornithine  en  cristaux 
lamelles  d'une  blancheur  eclatante,  qu'on  laissa  sejourner  un  peu 
dans  I'eau  frappee,  puis  separa  par  filtration  et  lava  a  I'eau 
frappee.  Le  rendement  fut  de  0^^,75,  et  I'eau-mere  donna  encore 
OS'',  16;  mais  le  calcul  ayant  indique  2S'',36,  on  voit  qu'une  partie 
de  I'acide  ornithurique  avait  cede  les  deux  groupes  de  benzoyle. 
La  monobenzoylornithine  fut  recristallisee  en  30  cc.  d'eau  chaude, 
et  un  refroidissement  lent  la  separa  de  la  solution  sous  forme  de 
precipite  lamelle,    blanc  et  luisant,    qui  pesait  os'',38  apres  le  se- 


^)  Ber.  d.   deutsch.   chem.  Ges.   XI,   408  (1878), 
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chage  a  I'air  et  deux  lavages  a  I'eau   froide   (produit  1).     L'eau- 
mere  et  I'eau  de  lavage  donnerent  par  evaporation  0&'',25   (II). 

Tant  I  que  II  presenterent  au  microscope  des  lames  bien 
developpees,  souvent  en  parallelogrammes,  ayant  parfois  2  coins 
abattus,  ce  qui  les  rendait  hexagonaux.  Quelquefois  les  lames 
etaient  triangulaires ;  mais  le  plus  souvent  les  angles  etaient 
coupes,  de  sorte  que  ces  lames  avaient  six  cotes,  elles  aussi. 
L'aspect  etait  done  identique  a  ce  que  E.  Fischer^)  indique 
pour  la  monobenzoylornithine  racemique  preparee  par  lui,  tandis 
que  suivant  Jaffe^)  ainsi  que  d'apres  Schulze  et  Winter- 
stein^)  la  monobenzoylornithine  naturelle  cristallise  en  aiguil- 
les fines. 

os%io85  de  la  preparation  I  donnerent  au  dosage  de  I'azote 
une  quantite  d'ammoniaque  repondant  a  12^^^, 87  d'hyposulfite  norm, 
au  ^/i4  (11,86^/0  d'azote,  calcule   11,86^/0). 

0^^1645  de  la  preparation  II  repondaient  a  i9'^<^,47  de  la  meme 
solution  (i  1,84^0  d'azote). 

Le  point  de  fusion  de  la  monobenzoylornithine  naturelle  est 
place  par  Jaffe  a  env.  225^ — 230^,  et  par  Schulze  et  Win- 
terstein  entre  225^  et  240^,  et  Fischer  place  tout  a  fait 
pareillement  celui  de  la  combinaison  racemique,  «welche  bei 
225  ^  erweichte,  gegen  238^  unter  Gasentwickelung  vollig  schmolz». 
Mais  cela  ne  cadre  pas  avec  ce  que  j'ai  trouve;  car,  rapidement 
chauffes  en  tubes  capillaires  (ce  qui  dans  le  cas  present  signifie, 
chauffes  rapidement  jusqu'a  env.  200^,  puis  a  raison  de  10^  de 
plus  par  minute),  toutes  mes  preparations  recristallisees  chan- 
geaient  bien  d'aspect  et  commengaient  a  se  contracter  entre  230^ 
et  240^  (corr.),  pour  fondre  peu  a  peu  si  Ton  continuait  a  chauf- 
fer; mais  la  fusion  totale  avec  degagement  d'air  n'avait  lieu 
qu'entre  255^  et  260^  (corr.).  S'il  etait  difficile  de  determiner 
exactement  le  point  de  fusion,  celui  de  la  decomposition  etait 
tres  facile  a  preciser,  et  sans  doute  la  fusion  complete  ne  s'ac- 
complissait  qu'au  moment  oil  cette  decomposition  avait  lieu. 
Que  les  points  de  fusion  et  de  decomposition  de  mes  prepara- 
tions dussent  etre  superieurs  a  238^,  c'est  ce  qu'ont  montre 
egalement  des  experiences  reiterees,  ou  le  tube  capillaire  etait 
chauffe  de  la  maniere  decrite  plus  haut  a  240*^  (corr.),  puis 
maintenu  5   minutes  entre  240^  et  245^  sans  fusion  complete,  la 

^)  Ber.   d.   deutsch.   chem.   Ges.   XXXIV,  463  (1901). 

^)  A  I'endroit  cite. 

3)  Zeitschr.   f.  physiol.   Chemie  XXVI,   5  (1898). 
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substance  ne  faisant  que  se  contracter;  mais  si  Ton  chauffait 
plus  fort,  elle  fondait  entierement  des  248*^  ou  250^  (corr.)  en 
degageant  de  Fair. 

La  solubilite  de  la  substance  repondait  tout  a  fait  a  ce  que 
donne  Jaffe  pour  la  monobenzoylornithine  naturelle:  elle  se  dis- 
solvait  sans  difficulte  dans  les  acides  ou  dans  I'ammoniaque  et 
assez  facilement  dans  I'eau  chaude  (avec  reaction  neutre),  mais 
difficilement  dans  I'eau  froide  et  tres  difficilement  dans  I'alcool 
meme  chaud,  enfin  nullement  dans  I'ether. 

6.    Combinaison  d'isocyanate  de  ph6nyle  et  d'hydantoine  de  Pacide 

a-^-diaminovalerique : 

CH2  •  NH  .  CO  •  NHCe  H5         CH2  •  NH  •  CO  •  NHCg  H5 

I  I 

CH2  CH2 

CH2  et  CH2 

I  I 

CH  .  NH  .  CO  •  NHCe  H5  CH  •  NH 

I  I         I 

COOH  CO    CO 

V 

N-CeHs. 

a.  Combinaison  d' isocyanate  de  phenyle.  Vso  mol.  gr. 
(6^^,8)  d'acide  ornithurique  fut  traite  par  200  cc.  d'acide  chlor- 
hydrique  concentre  dans  un  ballon  d'iV2  litre  tenu  pendant 
2  heures  dans  le  bain  d'huile  en  portant  la  temperature  de  100^ 
a  140^;  puis  on  ajouta  encore  200  cc.  d'acide  chlorhydrique 
concentre  et  continua  a  chauffer  a  140^  durant  2  heures.  Re- 
froidi  a  I'eau  frappee,  le  liquide  laissa  sur  le  filtre  I'acide  ben- 
zoique,  qu'on  lava  deux  fois  a  I'eau  froide;  puis  les  liquide  filtre 
et  de  lavage  etant  reduits  par  evaporation  a  un  volume  tres  petit, 
on  chauffa  encore  dans  le  bain  d'huile  pendant  2  heures  et  a 
140^  avec  200  cc.  d'acide  chlorhydrique  concentre.  L'acide  chlor- 
hydrique fut  ensuite  evapore  au  bain-marie  et  laissa  un  residu 
huileux,  jaune  de  chlorhydrate  d'ornithine,  qui  fut  dissous  en 
50  cc.  d'eau.  La  solution  fut  melee  d'ether  et  agitee  a  plusieurs 
reprises  pour  en  eliminer  les  dernieres  traces  d'acide  benzoique; 
puis  on  chauffa  au  bain-marie  jusqu'a  disparition  de  I'odeur  d'ether. 
La  solution  ainsi  obtenue  etant  neutralisee  par  I'hydroxyde  de 
sodium,    on   la  mit  dans  une  fiole  de  250  cc,    la   refroidit   bien. 
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puis   la   traita   par   25   cc.  de   lessive   de    soude   2-norm.    et   6?'',3 

d'isocyanate  de  phenyle  (calcule:    20  cc.  de   lessive   de  soude  et 

4='",8  d'isocyanate);    volume   total:    no  cc.     Simultanement  agite 

a  la  machine  et  refroidi  a  I'eau  frappee,  au  bout  d'une  heure  le 

liquide   ne   sentait   plus   I'isocyanate    de   phenyle   et  avait  depose 

un  assez  fort  precipite  blanc  de  diphenyluree: 

ivrtj  p    TT 

2  CONCe  H5  +  H2  O  =  CO<j^H  Ch  H5  +  ^^2- 
Le  liquide  avait  encore  une  reaction  legerement  alcaline;  on  y 
ajouta  10  cc.  de  lessive  de  soude  2norm.  et  3  gr.  d'isocyanate 
de  phenyle;  puis  on  repeta  pendant  une  heure  I'agitation  et  le 
refroidissement  a  la  glace.  II  en  resulta  une  masse  assez  peu 
coulante,  qu'on  delaya  dans  lOO  cc.  d'une  solution  a  5  ^/o  de 
chlorure  de  sodium,  apres  quoi  on  reprit  I'agitation  et  filtra. 
Cette  filtration  fut  tres  lente,  et  la  diphenyluree  restee  sur  le 
filtre^)  dut  etre  lavee  avec  une  solution  a  5  ^/o  de  chlorure  de 
sodium,  I'eau  ne  donnant  qu'un  filtratum  terne.  Le  melange  du 
liquide  filtre  et  de  I'eau  de  lavage  faisant  louchir  le  liquide,  on 
le  laissa  jusqu'au  lendemain  et  y  vit  alors  un  petit  precipite 
brunatre  boursoufle  facile  a  filtrer.  Le  filtre,  franchement  alcalin, 
etait  presque  tout  a  fait  incolore  et  occupait  de  500  a  600  cc. 
Bien  refroidi,  il  regut  peu  a  peu  20  cc.  d'acide  chlorhydrique 
5 -norm.,  ce  qui  fit  tomber  la  combinaison  d'isocyanate  de  phe- 
nyle sous  forme  de  precipite  blanc  caseeux,  ou  le  microscope  ne 
montrait  que  des  masses  microcristallines.  Apres  un  repos  de 
deux  ou  trois  heures  dans  I'eau  frappee,  le  liquide  fut  filtre  a 
I'aspirateur,  et  le  precipite  dechlore  par  un  lavage  a  I'eau  frappee. 
Le  rendement  fut  de  6s''j63  de  substance  sechee  a  I'air,  soit  pres 
de  90%  des  7S'',4  calcules. 

La  combinaison  brute  etait  presque  parfaitement  pure.  Pres- 
qu'insoluble  dans  I'eau  froide,  elle  se  laissait,  bien  qu'avec  peine, 
recristalliser  dans  I'eau  bouillante. 

I  gr.  de  la  substance  fut  traite,  au  bain  d'eau  bouillante,  par 
200  4-  150  +  150  cc.  d'eau,  et  pourtant  il  resta  o»S65  non  dissous. 
Un  refroidissement  lent  des  solutions  obtenues,  fit  deposer  la  combi- 
naison sous  forme  d'un  precipite  de  cristaux  lamelles. 

^)  Lave,  le  precipite  fut  recristallise  dans  I'alcool  chaud  et  se  deposa  alors 
sous  forme  de  beaux  cristaux  incolores,  oil  le  microscope  montrait  soit  des 
aiguilles  tres  minces,  soit  des  prismes  pointus  et  relativement  epais.  Le 
point  de  fusion  etait  de  238° — 239°  (corr.).  ogr,  1982  repondaient  a  26cc,io 
d'hyposulfite  norm,  au  Vi4  (13,17*^/0  d'azole;  calcule  pour  la  diphenyluree: 
13,21  %  d' azote). 
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La  combinaison  etait  assez  soluble  dans  Falcool  fort,  meme 
a  froid;  pourtant  elle  se  laissait  tres  facilement  recristalliser  dans 
I'alcool  de  titre  moyen.  6  gr,  de  la  substance  se  dissolvaienten 
400  +  25-1-25  cc.  d'alcool  a  40  Vo;  refroidie,  puis  frappee,  la 
solution  deposait  le  compose  sous  forme  d'un  beau  precipite  cris- 
tallin,  qui  presentait  au  microscope  une  agglomeration  de  types 
foliaces,  dont  quelques-uns  ressemblaient  a  des  feuilles  mal  deve- 
loppees,  quadrilateres  et  d'aspect  rhomboidal.  Rendement:  5S'',67 
de  matiere  sechee  a  I'air. 

Les  combinaisons  d'isocyanate  de  phenyle  et  d'hydantoi'ne 
ont  ete  tires  de  I'ornithine  naturelle  par  R.  O.  Herzog^),  qui 
avait  prepare  cette  derniere  substance  de  I'arginine  d'apres  la 
methode  de  Schulze  et  Winterstein;  de  la  combinaison  d'iso- 
cyanate il  mentionne  seulement  une  repugnance  a  cristalliser. 

Brute,  la  combinaison  d'isocyanate  de  phenyle  fondait  entre 
185^  et  190^  (corn),  et  recristallee,  vers  192^  (corr.)  avec  efiferves- 
sence;  pourtant  elle  se  contractait  a  quelques  degres  au-dessous 
du  point  de  fusion. 

Sechees  a  I'air,  les  preparations  furent  dessechees  dans  le 
vide  sur  I'acide  sulfurique  avant  I'analyse,  mais  n'y  perdirent 
presque  rien  de  leur  poids. 

'o5'',2  0oi  de  la  preparation  A  (brute)  donnaient  au  dosage  de 
Tazote  une  quantite  d'ammoniaque  repondant  a  3o'^'^,io  d'hyposulfite 
norm,  au  ^/i4  (15,04^/0  d'azote,  calcule   15,14%). 

oS'',i545  de  la  preparation  B  (brute)  repondaient  a  23*^^,23 
d'hyposulfite  (15,04%  d'azote). 

0^^1412  de  la  preparation  A  (recristallisee  dans  I'eau)  repon- 
daient a  2i<^^,4o  d'hyposulfite  (15,16%  d'azote). 

os^,20'jg  de  la  preparation  A  (recristallisee  dans  de  I'alcool  a 
40^/0)  repondaient  a  31*^^,35   d'hyposulfite  (15,08%  d'azote). 

0^^x374  de  la  preparation  B  (recristallisee  dans  I'alcool  a  40^/0) 
repondaient  k  20*^^,69  d'hyposulfite  (15,06  d'azote). 

02^4113  de  la  preparation  A  (recristallisee  dans  I'alcool  a  40^/0) 
titres  par  de  la  phenolphtaleine  et  de  I'hydroxyde  de  baryum  (0,0996 
X  norm.)  en  exig^rent   ii^<=,oo,  calcule   11^^,16. 

b.  Combinaison  d'hydantoine.  3  gr.  de  la  combinaison 
d'isocyanate  de  phenyle  furent  traites  par  150  cc.  d'acide  chlorhydri- 
que  a  30  %  dans  un  ballon  de  400  cc.  dans  le  bain  d'huile  a 
140^ — 145  ^  ce  qui  parfit  la  dissolution,  partiellement  apres  une 
certaine  fusion.  L'acide  chlorhydrique  bouillant  depuis  20  ou  25  mi- 
nutes, on  versa  le  liquide  chaud  dans  un  gobelet  en  verre,  et  le 


^)  Zeitschr,   f.   physiol.   Chem.   XXXIV,   525   (1902). 
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ballon  fut  rince  avec  2  X  25  cc.  d'acide  chlorhydrique  a  30%. 
Puis,  le  liquide  chaud  fut  precipite  par  I'addition  d'eau  froide,  en 
tout  400  cc. ;  mais  en  commengant  on  dut  n'ajouter  cette  eau  que 
lentement,  et  il  fallut  bien  remuer  et  frotter  avec  une  baguette 
en  verre  pour  empecher  que  le  compose  d'hydantoine  donnat  un 
precipite  huileux,  et  Ton  obtint  ainsi  un  beau  precipite  blanc 
caseeux,  ou  le  microscope  presentait  des  groupes  d'aiguilles 
seulement.  Apres  deux  heures  de  repos,  le  liquide  fut  filtre  a 
I'aspirateur  et  dechlore  par  un  lavage  a  I'eau  froide.  Rende- 
ment:  2  5^^,6  de  matiere  sechee  a  I'air,  soit  90^/0  des  2  ^"^,85  de 
la  theoric. 

Pour  purifier  on  fit  dissoudre  2  gr.  de  la  combinaison  brute 
dans  60  4-  15  4-  15  cc.  d'alcool  absolu  chaud,  et  le  refroidisse- 
ment  de  la  solution  redonna  un  tres  volumineux  precipite,  ou  le 
microscope  montra  exclusivement  des  aiguilles  fines  comme  des 
cheveux.  Completement  refroidi,  le  liquide  fut  filtre  a  I'aspira- 
teur et  4  fois  lave  a  I'alcool.  Rendement:  I2'',4;  mais  le  reste 
put  etre  recouvre  en  evaporant  I'alcool  et  ajoutant  de  I'eau  en 
meme  temps. 

Brute,  la  combinaison  d'hydantoine  etait  fusible  a  192^ — 193^ 
(corr.),  recristallisee,  entre   194^  et   195^  (corr). 

La  combinaison  d'hydantoine  tiree  de  I'ornithine  naturelle  est 
decrite  par  R.  O.  Herzog^)  sous  le  meme  aspect  et  comme  fon- 
dant au  meme  point  (191^ — 192^)  (dec.)  que  je  I'ai  indique  pour 
la  combinaison  racemique. 

Avant  d'analyser,  on  dessecha  la  matiere  dans  le  vide  a 
1 10^;  elle  n'y  perdit  pas  de  poids  appreciable. 

0^^1387  de  la  preparation  A  (brute)  donn^rent  au  dosage  de 
Tazote  une  quantite  d'ammoniaque  repondant  a  21*^*^,80  d'hyposulfite 
norm,  au  ^/i4  (15,72  Vo  d'azote,  theorie   15,91  ^/o). 

os'^,1175  de  la  preparation  B  (brute)  correspondaient  k  18*^*^,42 
de  la  meme  solution  d'hyposulfite  (15,68%  d'azote). 

osr,io95  de  la  preparation  A  (cristallisee  de  nouveau)  repondaient 
k  17 '^•^,30  de  la  meme  solution  d'hyposulfite  (15,80%  d'azote). 

os'^,1658  de  la  preparation  B  (recristallisee)  equivalaient  a  26^*^,17 
de  la  meme  solution  (15,78^/0  d'azote). 


Ce  qui  precede,  revele  la  difi"erence  suivante  entre  I'ornithine 
optiquement    active    etudiee    par  Jaffe,    Schulze    et   Winter- 


^)  A  I'endroit  cite. 
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stein  ainsi  que  Herzog,  d'une  part,  et  I'acide  «-5-diaminovaleri- 
que  que  j'ai  prepare,  d'autre  part^): 

1°  L'acide  ornithurique  optiquement  actif  fond  un  peu  plus 
tot  que  l'acide  «-^^-dibenzoyle-diaminovalerique. 

2°  Le  sel  calcique  de  l'acide  ornithurique  est  anhydre,  tandis 
que  celui  de  l'acide  a-5-dibenzoyle-diaminovalerique  contient  une 
molecule  d'eau  pour  chaque  atome  de  calcium. 

3°  L'ornithine  monobenzoylique  optiquement  active  cristallise 
en  aiguilles  et  fond  tout  a  fait  au-dessous  de  240^;  la  prepara- 
tion correspondante:  le  substitut  monobenzoylique  de  l'acide 
a-5-diaminovalerique  racemique,  cristallise  en  feuilles  et  ne  fond 
completement  qu'entre  255^  et  260^. 

4°  D'une  part,  la  combinaison  de  Tornithine  optiquement  ac- 
tive avec  I'isocyanate  de  phenyle  ne  cristallise  que  difficilement, 
et  d'un  autre  cote,  la  combinaison  d'isocyanate  de  phenyle  avec 
l'acide  a-5-diaminovalerique  racemique  cristallise  facilement  et 
donne  des  types  foliaces  faciles  a  reconnaitre. 

Vu  la  petitesse  des  differences  en  question,  il  se  pent,  il  est 
meme  vraisemblable,  que  l'acide  ornithurique  de  Jaffe  soit  une 
modification  optiquement  active  de  l'acide  «-5-dibenzoyle-diamino- 
valerique;  mais  cette  hypothese  n'est  pas  un  fait  avere.  J'ai 
I'intention  d'en  chercher  une  preuve  en  decomposant  l'acide 
a-5-dibenzoyle-diaminovalerique  racemique  en  ses  constituants  op- 
tiquement actifs,  et  j'emploierai  a  cet  effet  un  alcaloide  conve- 
nable;  c'est  par  cette  voie  que  durant  ces  dernieres  annees 
Fischer  est  parvenu  a  de  beaux  resultats  en  dedoublant  des 
substituts  benzoyles  d'une  serie  d'acides  monoamides. 

La  poursuite  a  fond  de  cette  preuve  est  importante;  car  les 
faits  jusqu'ici  acquis  se  pretent  aussi  bien  a  I'interpretation  par 
la  premiere  que  par  la  seconde  des  deux  formules  ci-apres  de 
l'ornithine  de  Jaffe: 


CH,NH2 

CH2NH 

1 

CH2 

CH2 

1 

(I)  CH  •  COOH 

1 

(II)  CH, 

1 

CH2NH2 

CHNH2 

COOH 

^)  Quant  a  mes   divergences   d'avec   E.  Fischer   pour   l'acide    a-J-dibenzoyle- 
diaminovalerique,  voir  pages  51   et  53. 
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Toutes  deux  expliquent  comment  Ellinger^),  en  se  servant  de 
bacteries  de  putrefaction,  a  pu  scinder  I'ornithine  en  acide  car- 
bonique  et  tetramethylenediamine.  Les  deux  formules  corres- 
pondantes  de  I'arginine: 

(NH)  (NH) 

CH2  •  NH  .  C  •  NH2  CH2  NH  ■  C  .  NH2 

I  I 

CH2  CH2 

I  I 

(III)  CH  •  COOH  et  (IV)  CHo 

I  I 

CH2NH2  CH2NH. 

I 
COOH 

expliquent  comment  I'oxydation  de  I'arginine  a  pu  donner  a 
Fr.  Kutscher^)  la  formation  tant  de  la  guanidine  que  de  I'acide 
guanidino-butyrique : 

(NH) 
CH2NH-C.NH2 

I 
CH2 

I 
CH2-C00H; 

par  I'oxydation  ulterieure  de  ce  dernier  acide  il  a  obtenu  I'acide 
succinique.  On  est  predispose  a  considerer  le  groupe  carboxyli- 
que  de  I'ornithine  comme  lie  au  meme  atome  de  carbone  que 
I'un  des  groupes  NHg ;  c'est  naturel,  car,  de  fait,  il  se  produit 
toujours  des  acides  a-amides,  tandis  que  les  acides  /3-amides 
n'ont  jamais  ete  observes  avec  certitude  parmi  les  produits  de 
la  decomposition  des  proteines. 

II  va  de  soi  que  pour  preparer  le  susdit  acide  (I),  qui  est 
isomere  avec  I'acide  «-5-diaminovalerique,  on  ne  pent  pas  em- 
ployer I'ether  phtalimidomalonique  comme  point  de  depart;  mais 
j'espere  que  I'ether  sodomalonique  et  le  monobromomethyle- 
phtalimide  de  Franz  Sachs  ^)  me  feront  obtenir  un  produit: 


^)  Zeitschrift  f.  physiol.   Chemie  XXIX,   334  (1900). 

2)  Ibid.   XXXII,  413  (1901). 

8)  Ber.  d.  deutsch.  chem.   Ges.   XXXI,   1229  (1898), 
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COOC2  H5 

'  CO 

CH.CH2-N<^0>C6H4 

COOC2  H5 

susceptible  de  clonner  naissance  a  cet  acide  comme  aux  acides 
analogues. 

Appendice. 

A  propos  de  la  synthese  de  I'acide  «-«-diaminocaproi'que  re- 
cemment  publiee  par  E.  Fischer  et  F.  Wei gert^)  et  des  re- 
cherches  de  R.  Willstatter^)  sur  les  derives  de  I'acide  diamino- 
acetique  et  de  I'acide  diaminomalonique,  je  terminerai  par  une 
communication  provisoire  concernant  quelques-unes  de  mes  re- 
cherches  sur  la  synthese  des  acides  a-f-diaminocaproique  et 
a-a-diaminoacetique. 

Acide    a-€-diaminocaproique.      En    reduisant,     par    le 

sodium   brillant,    une   dissolution   dans   I'alcool   absolu   de  I'ether 

butyronitrile-phtalimidomalonique   decrit   plus    haut    (voir    p.  22), 

puis    decomposant    par    I'acide    chlorhydrique    le    produit    de    la 

reduction : 

COOC2H5 

^  •  CH2  •  CH2  •  CH2  •  C02  •  NH2 

l'N<^0>CeH4 

COOC2H5 

on  a  reussi  facilement  a  obtenir  le  chlorhydrate  de  I'acide  «-£-di- 
aminocaproi'que ;  mais  le  rendement  ne  repondait  pas  parfaitement 
a  I'attente.  J'espere  qu'en  modifiant  les  conditions  des  experien- 
ces je  pourrai  y  remedier,  et  alors  je  publierai  en  un  ensemble 
mes  recherches  sur  cette  question.  Ici  je  me  bornerai  a  dire 
que  pour  isoler  I'acide  ct-^-diaminocaproique,  j'ai  employe  la  me- 
thode  A.  Kossel  et  F.  Kutscher^)  en  precipitant  par  I'acide 
phosphotungstique,  puis  transformant  en  picrate  le  phosphowol- 
framate  epure  par  un  lavage,  enfin  purifiant  ce  picrate  par  recris- 
tallisation  en  eau  chaude. 

Le  picrate  obtenu  et  le  picrate  de  lysine  tire  de  la  gelatine, 


^)  Sitzungsberichte  der  Berl.  Akad.  1902,   270. 

*)  Ber.   d.   deutsch.   chem.   Ges.   XXXV,    1378  (1902). 

^)  Zeitschr.   f.   physiol.   Chem.   XXXI,    175   (1900). 
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ont  fourni,  d'apres  la  methode  de  Herzog^),  les  combinaisons 
d'isocyanate  de  phenyle  et  d'hydantoine,  et  alors  on  a  constate 
des  rapports  analogues  a  ceux  de  plus  haut  (voir  p.  56)  a  propos 
de  I'acide  «-5-diaminovalerique  et  de  I'ornithine.  En  efifet,  d'une 
part,  la  combinaison  d'isocyanate  de  phenyle  de  la  lysine  na- 
turelle  repond  au  signalement  qu'en  donne  Herzog  et  ne  cristal- 
lise  pas  volontiers,  et  de  I'autre  cote,  la  combinaison  racemique 
d'isocyanate  de  phenyle  se  pretait  a  la  cristallisation,  et  en  re- 
cristallisant  dans  I'alcool  a  40%,  elle  se  deposait  en  groupes 
d'aiguilles  pointues,  parfois  un  peu  aplaties  (fondant  a  env.  193^ 
[corr.]).  Les  combinaisons  hydantoiniques  de  la  lysine  tant  «arti- 
ficielle»  que  naturelle  cristallisaient  en  aiguilles  longues  et  minces, 
tout  a  fait  comme  I'ont  decrit  Herzog,  Fischer  et  Weigert. 
Recristallise  dans  I'alcool  et  seche  dans  le  vide  a  107^,  le  com- 
pose hydantoinique  racemique  fondait  a  env.  187^  (corr.);  Fischer 
et  Weigert  lui  assignent  185^  (corr.).  La  combinaison  hydan- 
toinique de  la  lysine  naturelle  fond  d'apres  Herzog  entre  183^ 
et  184^  (dec);  Fischer  et  Weigert  disent:  196^  (corr.),  et  en 
faisant  cette  preparation  j'ai  trouve   194^ — 195^  (corn). 

Acide  a-a-diaminoacetique.  En  traitant  convenable- 
ment  par  le  phtalimide  potassique  le  dibromomalonate  de  methyle 
ou  d'ethyle,  on  a  produit  I'ether  diphtahmidomalonique: 

COOR 

'  CO 

C(N<cQ>CeH4)2   (R  =  CH3  0uC,H5) 

COOR 

qui,  dissous  dans  une  solution  d'hydroxyde  de  sodium  ensuite 
sursaturee  par  I'acide  chlorhydrique,    donna  I'acide  tetrabasique : 

COOH 

C(NH.CO-C6H4.COOH)2 
COOH. 

Ce  dernier,  par  simple  chauffage  dans  une  solution  aqueuse,  s'est 
scinde  en  abandonnant  de  I'acide  carbonique,  probablement  avec 
formation  d'une  solution  aqueuse  de  I'acide  tribasique: 


^)  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem,  XXXIV,  525   (1902). 
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CH  (NH  •  CO  •  Cg  H4  •  C00H)2 
I 
COOH, 

que  je  n'ai  pourtant  pas  encore  prepare  a  I'etat  solide.  La  solu- 
tion aqueuse  de  cet  acide  tribasique  s'est  montree  fort  instable; 
car,  simplement  exposee  au  froid,  elle  deposait  du  phtalimide. 
En  traitant  par  I'acide  chlorhydrique  le  susdit  acide  tetrabasique, 
je  n'ai  pas  non  plus  reussi  a  produire  I'acide  diaminoacetique, 
ni  mieux  a  constater  avec  pleine  certitude  la  presence  de  I'acide 

CH  =  NH 
iminoacetique :      I  ;    mais  je    me   propose   de    reprendre 

COOH 
cette  question. 

J'y  relie  une  recherche  que  j'ai  commencee  sur  les  produits  de 

la  decomposition  de  la  solution  de  I'acide  methylenediphtalamique : 

CH2  (NH  •  CO  .  Ce  H4  .  C00H)2, 

dans  I'eau  ou  dans  I'acide  chlorhydrique;  cet  acide  est  facile  a 
obtenir  du  methylenediphtalimide: 

CH2(N<^0>C6H,)2 

decouvert  par  A.  Neumann^). 

Sans  entrer  dans  d'autres  details  sur  I'etude  qu'on  a  esquis- 
see  plus  haut,  je  me  bornerai  a  faire  remarquer  certain  phenomene 
interessant.  Apres  avoir  trouve  que  I'ether  tetramethyldiamino- 
acetique 

CH(N(CH3),)2 
I 
COO  CH3 

prepare  par  lui  est  tres  instable  en  contact  des  alcalis  et  des 
acides —  contrastant  ainsi  avec  I'acide  obtenu  par  E.  DrechseP) 
en  dedoublant  la  caseine  et  congu  par  lui  comme  acide  diamino- 
acetique  — ,  R.  Willstatter^)  emet  I'opinion  que  le  produit  de 
dedoublement  obtenu  par  Drechsel  ne  pouvait  pas  etre  I'acide 
diaminoacetique.  Elles  aussi,  mes  experiences  parlent  dans  ce 
sens-la;  car,  en  songeant  a  I'extraordinaire  facilite  et  spontaneite 
avec  lesquelles  les  sus-mentionnees  combinaisons  de  I'acide  phtala- 


^)  Ber.  d.  deutsch.  chem.  Ges.   XXIII,    1002  (1890). 

^)  Ber.  d.  math.-physik.  Kl.  d,  Kgl.  Sachs.  Ges.  d.  Wiss.    1892,    116. 

•'')  A  I'endroit  cite.  .  . 
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mique:  R  •  NH  CO  •  Cg  H4  •  COOH  se  decomposent  quand  on  les 
traite  par  I'acide  chlorhydrique  et  forment  le  compose  amide 
R  •  NH2  et  I'acide  phtalique,  on  ne  voit  aucune  raison  pour  que, 
traite  par  I'acide  chlorhydrique,  le  susdit  acide  tribasique: 

CH  (NH  .  CO  •  Cg  H,  •  COOH) 2 

COOH 

ne  donne  pas  les  acides  phtalique  et  diaminoacetique,  supposant 
que  ce  dernier  puisse  reellement,  a  I'instar  du  produit  decouvert 
par  Drechsel,  de  la  decomposition  de  la  caseine,  supporter  un 
traitement  meme  fort  par  I'acide  chlorhydrique. 


Messieurs  mes  aides  Jessen-Hansen,  C.  Pedersen  et  Weis, 
qui  m'ont  diversement  appuye  de  leur  importante  assistance  dans 
I'execution  de  ce  travail,  sont  pries  de  recevoir  encore  ici  mes 
meilleurs  remerciements. 

Novembrc  igo2. 


ETUDE  SUR 
LES  BACTERIES  DUES  SARCINES  ET  SUR  LES  MA- 
LADIES QU'ELLES  PROVOQUENT  DANS  LA  BIERE 

PAR 

N.  HJELTE  CLAUSSEN. 


UN  groupe  des  Spherobacteries  qui  se  rencontrent  dans  les 
brasseries,  ont  d'abord  ete  decrites  sous  la  designation  com- 
mune de  Sarcina,  et  c'est  encore  sous  ce  nom  qu'elles  sont  con- 
nues  et  redoutees  aujourd'hui  dans  I'industrie  brassicole.  Plus 
tard,  Balcke  a  propose  la  denomination  de  Pediococcus  pour 
les  bacteries  globulaires  dont  le  cloisonnement  des  cellules  se  fait 
suivant  deux  directions  de  I'espace,  par  opposition  aux  Sarcines 
proprement  dites,  dont  le  cloisonnement  se  fait  dans  trois  directions. 
Dans  ce  qui  va  suivre,  j'ai  maintenucette  distinction;  toutefois,  pour 
ne  pas  m'ecarter  de  la  terminologie  generalement  regue,  j'ai  garde 
la  denomination  de  »maladies  de  Sarcina«,  bien  que  les  maladies 
en  question  ne  soient  point  dues  a  des  bacteries  pouvant  etre 
mises  au  nombre  des  Sarcines  proprement  dites. 

Le  zymologue  travaillant  pour  I'industrie  brassicole  devra 
presque  inevitablement  faire  face  a  la  question  des  Sarcines.  Or, 
quiconque  s'occupe  de  cette  question,  ne  tarde  pas  a  reconnaitre 
qu'aujord'hui  encore  elle  est  pendante.  Si  Ton  s'en  tient  aux 
manieres  de  voir  generalement  admises  jusqu'ici  et  qui  s'appuient 
surtout  sur  des  travaux  de  Lindner^),  Reichard^)  et  Schon- 


^)  Die    Sarcina-Organisraen    der    Garungsgewerbe.      Dissertation.      Berlin    1888. 

Se  trouve  aussi  dans  les  »Nachrichten  iiber  den  Verein  :   Versuchs-  und  Lehr- 

anslalt  in  Berlin*,    1888. 
')  Zeitschrift   fiir  das  gesamte  Brauwesen  1894,    p.    257.      1895,    P-    59   et  293. 

1901,   p.   301. 
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feld^)  [ce  dernier  en  a  donne  un  apergu  dans  une  conference 
faite  en  1898  devant  I'assemblee  generale  de  la  »Versuchs-  und 
Lehranstalt  fiir  Brauerei«  de  Berlin^)],  on  croirait  que  le  moyen 
le  plus  facile  de  decouvrir  la  source  d'une  contamination  sarcinique, 
serait  de  faire  les  cultures  dont  il  s'agit  dans  de  I'eau  de  levure 
ammoniacale  ou  solutions  analogues.  En  agissant  ainsi,  on  trou- 
vera  presque  partout:  dans  I'air  et  sur  la  terre,  dans  les  poussieres 
et  dans  les  fumures,  dans  les  detritus  d'orge  et  dans  le  malt 
vert,  des  Sarcines  et  des  Pediocoques  qui,  il  est  vrai,  selon  les 
recherches  faites  jusqu'a  ce  jour^),  ne  peuvent  se  developper 
dans  la  biere  pasteurisee,  mais  qui  n'en  sont  pas  moins  regardes 
comme  susceptibles  de  nuire  a  la  biere  apres  s'y  etre  »acclimates«. 
Or,  si  I'etat  des  choses  etait  bien  reellement  aussi  defavorable, 
il  n'y  aurait  evidemment  aucun  moyen  de  tenir  une  brasserie  a 
I'abri  des  infections:  meme  avec  la  proprete  la  plus  rigoureuse 
et  les  soins  les  plus  meticuleux  apportes  a  la  fabrication,  Ton 
aurait  infailliblement  le  dessous  en  face  d'un  ennemi  aussi  omni- 
present. 

Ce  sont  des  considerations  de  cet  ordre  qui  m'ont  porte  a 
verifier  I'exactitude  des  opinions  predominantes  et  a  attaquer  la 
question  par  la  base.  Bien  que  le  but  principal  que  j'avais  en 
vue  fut  de  nature  purement  pratique,  il  m'a  fallu  commencer 
par  des  travaux  de  nature  plutot  theorique.  Ce  sont  les  resul- 
tats  scientifiques  et  pratiques  obtenus  dans  ces  recherches  que 
je  vais  communiquer  ci-dessous.  Pour  point  de  depart  j'ai  pris 
des  bieres  affectees  de  la  maladie  de  Sarcine,  et  en  infectant  des 
bieres  saines  et  pasteurisees,  je  me  suis  toujours  assure  que  mes 
cultures  engendrees  d'une  seule  tetrade  etaient  capables  de  pro- 
voquer  a  nouveau  la  meme  maladie.  Dans  mes  recherches  j'ai 
fait  une  distinction  entre  les  Pediocoques  de  la  biere  —  c'est-a- 
dire  ceux  qui  se  developpent  dans  la  biere  et  peuvent  la  rendre 
malade  —  et,  d'autre  part,  les  autres  Pediocoques  qui,  il  est 
vrai,  sont  semblables  aux  precedents  au  point  de  vue  morpho- 
logique,  mais  qui  n'ont  pas  d'importance  pour  I'industrie  brassi- 
cole.     De    plus,   j'ai    pu    constater   I'existence   d'especes  diverses 


^)  Wochenschrift    fiir  Brauerei     1897,     p.    177.      1898,    p.    285    et    321.      1899, 

p.   665  et  681.      1901,  p.   297. 
^)  Jahrbuch  der  Versuchs-  und  Lehranstalt  fiir  Brauerei   in  Berlin.      1898. 
^)  Voir  en  particulier  Schonfeld:  "Wochenschrift  fiir  Brauerei.      1899,   p.   681. 

5* 
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entre  les  Pediocoques  de  la  biere.  II  nous  restera  a  appliquer 
la  base  theorique  que  mes  recherches  auront  procuree,  a  un 
examen  des  phenomenes  qui  se  presentent  en  brasserie.  Cette 
derniere  partie  de  ma  tache  sera  traitee  dans  un  travail  ulterieur. 


I.    Isolation  des  Pediocoques  qui  se  trouvent  dans 
la  biere  et  dans  la  levure. 

Pour  isoler  des  Pediocoques  de  biere  j'ai  trouve  convenable 
de  me  servir  de  mout  gelatinise  a  reaction  legerement  acide  et 
que  j'avais  prepare  en  melant  7^/2  Vo  de  gelatine  dans  du  mout 
houblonne  de  biere  de  garde  marquant  environ  13,5  V^  Balling. 
Dans  ce  milieu  les  Pediocoques  de  biere  se  developpent  surement, 
bien  qu'avec  lenteur,  et  il  s'agit  simplement  d'ensemencer  sur  une 
plaque  une  quantite  tellement  petite  de  la  biere  que  parmi  les 
taches  de  vegetation  formees  avec  une  rapidite  relative  par  les 
autres  microorganismes  il  y  ait  encore  assez  de  place  pour  les 
colonies  de  Pediocoques,  qui  ne  deviennent  visibles  a  I'oeil  nu 
qu'au  bout  de  10  a  15  jours  a  la  temperature  ordinaire  d'un 
appartement. 

Cependant,  s'il  existe  dans  la  biere  des  organismes  qui 
liquefient  la  gelatine  ou  qui  en  couvrent  la  surface,  on  ne  pourra, 
regie  generale,  isoler  les  Pediocoques  au  moyen  d'une  culture 
ordinaire  sur  plaque.  Dans  ce  cas  j'ai  mis  a  profit  le  fait  que 
les  Pediocoques  de  la  biere  sont  tues  moins  facile- 
ment  que  la  plupart  des  organismes  qui  les  accom- 
pagnent,  quand  on  les  soumet  a  un  traitement  par 
des  solutions  aqueuses  de  fluorhydrate  de  fluorure 
d' ammonium.  Ce  sel  se  compose  de  molecules  egales  de 
fluorure  d' ammonium  et  de  I'element  qui  agit  en  ce  cas:  I'acide 
fluorhydrique. 

Abandonnees  dans  des  verres  pendant  un  espace  de  temps 
aussi  court  que  ^/2  heure,  les  solutions  tres  faibles  dont  il  s'agit 
ici,  ne  subissent  pas  d'alteration  sensible,  tandis  que,  de  I'autre 
c6t6,  elles  ont  perdu  le  pouvoir  de  tuer  la  levure  au  bout  de  24 
heures  de  repos  dans  du  verre  ordinaire.  Par  consequent,  il  faut 
conserver  les  solutions  de  ce  sel  dans  des  bocaux  soigneusement 
paraffines  ou  bien  dans  des  reservoirs  de  gutta-percha,  a 
moins  que  Ton  ne  prefere  preparer   une   solution   fraiche    chaque 


67 

fois  qu'on  en  a  besoin.  Par  centre,  on  peut  sans  inconvenient 
laisser  la  solution  agir  sur  la  biere  dans  des  bocaux  ordinaires 
non  paraffines,  parce  que  Teffet  qu'on  a  en  vue  se  produit  deja 
au  bout  de  tres  peu  de  temps. 

Le  procede  ci-apres  a  paru  mener  au  but:  On  melange  en 
remnant,  dans  un  bocal,  des  volumes  egaux  de  biere  renfermant 
des  Pediocdques  et  d'une  solution  de  fluorhydrate  de  fluorure 
d'ammonium  a  i  — 1^/2  ^/o.  Puis,  on  laisse  reposer  pendant  V2 
heure  a  la  temperature  ordinaire  du  laboratoire,  apres  quoi  une 
goutte  de  ce  melange  est  disseminee  dans  du  mout  gelatinise. 
Au  bout  de  7  ou  8  jours  a  une  temperature  de  25  ^  C,  ou  apres 
10  a  15  jours  a  celle  de  la  chambre,  les  Pediocoques,  s'il  y  en 
a,  auront  forme  dans  la  gelatine  des  taches  visibles,  qui  meme 
pendant  un  sejour  prolonge  demeurent  toutes  petites.  Parmi  les 
autres  organismes  qui  se  rencontrent  generalement  dans  la  biere, 
certaines  especes  de  Torula  et  de  bacteries  en  forme  de  baton- 
nets  peuvent,  il  est  vrai,  survivre  au  traitement  par  le  fluorure 
d'ammonium;  mais  dans  aucun  des  cas  consideres  leur  nombre 
n'a  ete  assez  grand  pour  empecher  une  isolation  commode  des 
Pediocoques. 

Le  procede  a  ete  verifie  sur  les  bieres  suivantes,  qui  toutes 
avaient  sejourne  en  bouteilles  pendant  quelque  temps  et  renfer- 
maient  en  abondance  de  Pediocoques  a  cote  de  divers  autres 
microbes: 


Nos 


Sortes  de  biere 


Developpements  sur  la  gelatine: 


Biere  danoise  de  garde 
Biere  de  Munich 

Biere  de  Dortmund 

Biere  du    type  de    Munich ,    brassee 
aux  Etats-Unis  d'Amerique 

Double  Brown  Stout,   de  Londres 


Exclusivement  des  Pediocoques 

Quelques  rares  batonnets,   des  Pedio- 
coques en  grand  nombre 

Un  nombre  minime  de  batonnets,   de 
nombreux  Pediocoques 

Batonnets  et  Pediocoques 

Quelques  rares  Torula,   de  nombreux 
Pediocoques 


On  a  transporte  dans  de  la  biere  pasteurisee  une  colonie  de 
Pediocoques  obtenue  de  cette  maniere,  en  prenant  garde  a  ce 
que  la  colonie  ne  fut  pas    englobee    dans    la   gelatine.     Au  bout 
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de  2  a  3  semaines  a  la  temperature  de  la  chambre,  elle  a  pro- 
duit  dans  la  biere  des  phenomenes  morbides  analogues  a  ceux 
qu'on  avait  constates  dans  I'echantillon  original  de  biere.  Les 
Pediocoques  des  cinq  bieres  indiquees  ci-dessus  peuvent  se 
classer  en  deux  groupes: 

Les  Pediocoques  originaires  des  N°^  i  et  5,  don- 
naient  a  la  biere  une  odeur  et  un  gout  desagreables, 
mais  ne  la  rendaient  pas  trouble.  lis  croissaient  au 
fond  de  la  bouteille,  ou  ils  formaient  un  depot  in- 
signifiant. 

Ceux  provenant  des  N°^  2,  3  et  4,  causaient  la 
meme  alteration  de  I'odeur  et  du  gout  de  la  biere, 
mais  la  troublaient  en  meme  temps;  car  ils  apparais- 
saient  durant  une  certaine  phase  en  forme  de  tetrades 
isolees  suspendues  dans  le  liquide. 

Ainsi  que  nous  en  parlerons  dans  la  suite,  les  5  Pediocoques 
isoles  se  sont  maintenus  constants  tant  au  point  de  vue  de  leur 
action  sur  la  biere  que  sous  d'autres  rapports  aussi,  et  nous 
pouvons  en  distinguer  deux  especes  bien  nettement  dififerentes 
auxquelles,  en  consideration  de  la  fagon  dont  elles  se  comportent 
vis-a-vis  de  la  biere,  j'ai  donne  les  noms  de  Pediococcus 
damnosus  (N°^  i  et  5)  et  Pediococcus  perniciosus  (2, 
3  et  4). 

Vu  que  le  traitement  par  le  fluorhydrate  de  fluorure  d'am- 
monium  -dont  je  viens  de  parler,  s'est  trouve  applicable  a 
I'isolation  de  Pediocoques  provoquant  des  maladies  dans  la 
biere  et  provenant  de  cinq  bieres  arbitrairement  choisies  et 
dififerant  beaucoup  par  leurs  provenance  et  caractere,  on  peut 
regarder  comme  probable  que  tous  les  vrais  Pediocoques  de  la 
biere  ordinairement  trouves  dans  ce  liquide  font  preuve  du 
meme  pouvoir  relatif  de  resistance  au  fluorhydrate  de  fluorure 
d'ammonium. 

Le  procede  que  je  viens  de  decrire  s'adapte  eminemment  a 
s^parer  les  Pediocoques  d'avec  les  levures,  puisque  celles-ci  sont 
tuees  tres  facilement  par  le  fluorure  susdit.  Consequemment,  le 
cas  echeant,  on  est  en  etat  de  constater  avec  surete  meme 
une  tres  legere  infection  par  des  Pediocoques,  quand 
elle  se  produit  soit  dans  un  appareil  propagateur  de 
la  levure,  soit  dans  une  cuve  de  fermentation.  Dans  ce 
dernier  cas  on  peut   delayer  2  a  3  g.  de   levure    epaisse    comme 
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la  bouillie  dans  un  bocal  non  paraffine  contenant  lo  cc.  d'une  solu- 
tion de  fluorhydrate  de  fluorure  d' ammonium  k^/2^/0,  et  la  laisser 
reposer  pendant  V2  heure,  apres  quoi  Ton  en  transporte  2  ou  3 
gouttes  dans  le  mout  gelatinise.  Pourvu  que  Ton  ait  eu  soin  de 
repartir  completement  la  levure  dans  le  liquide  en  remuant  forte- 
ment,  on  n'obtient  dans  la  gelatine  qu'un  developpement  de 
Pediocoques.  J'ai  eu  mainte  occasion  de  me  convaincre  de  la 
precision  de  cette  methode.  EUe  permet  de  constater  aisement 
I'existence  de  Pediocoques  dans  la  levure  en  quantites  tellement 
minimes  que  meme  par  un  examen  rigoureux  au  microscope  un 
observateur  experimente  ne  peut  pas  les  decouvrir.  Bien  entendu, 
ce  procede  demande  trop  de  temps  pour  etre  applicable  par 
exemple  au  choix  de  levure  d'ensemencement  de  cuve  en  cuve; 
mais  toutes  les  fois  qu'il  s'agit  de  constater  si  un  echantillon  de 
levure  est  parfaitement  exempt  de  Pediocoques,  ou  bien  de 
poursuivre  une  infection  naissante,  ladite  methode  rend  de  bons 
services  et  doit  toujours  etre  employee. 

Un  examen  provisoire  ayant  montre  que  les  5  Pediocoques 
se  laissaient  classer  dans  les  deux  especes  mentionnees  plus  haut, 
j'ai  choisi  pour  objet  d'une  recherche  plus  approfondie  I'espece 
provenant  de  la  biere  de  garde  danoise  et  celle  provenant  de  la 
biere  de  Dortmund.  Ces  representants  de  chacune  des 
deux  especes  ont  fourni  de  quoi  preparer  des  cultures 
absolument  pures,  c'est-a-dire  des  cultures  preparees 
en  prenant  pour  point  de  depart  une  seule  tetrade 
controlee  au  microscope.  La  difficulte  que  presente  une 
telle  culture  pure  de  bacteries,  a  cause  de  I'extreme  petitesse 
des  individus,  se  trouve  ici  supprimee  en  partie  par  suite  de  la 
forme  bien  nettement  caracteristique  de  la  tetrade  et ,  de  plus, 
on  peut  attenuer  cette  difficulte  en  ne  prenant  pour  chaque  opera- 
tion qu'une  dose  de  gelatine  infectee  assez  petite  pour  etre 
contenue  dans  un  seul  champ  du  microscope. 

La  vegetation  de  Pediococcus  provisoirement  isolee  par  le 
procede  decrit  ci-dessus  ayant  rendu  la  biere  pasteurisee  malade 
par  infection,  on  en  a  transporte  une  quantite  convenable  dans 
du  mout  gelatinise  fondu;  les  amas  de  Pediocoques  rentermes 
dans  cette  portion  de  biere  avaient  ete  prealablement  bien 
secoues  afin  de  disjoindre  les  tetrades  dont  ils  etaient  formes. 
La  dilution  a  ete  reglee  de  fagon  qu'une  toute  petite  gouttelette 
renfermat,  en  terme  moyen,   une  tetrade  seulement,    et  une   serie 
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de  ces  petites  gouttes  ont  ete  placees  a  la  surface  inferieure  de 
leurs  couvre-objet  respectifs  et  examinees  au  microscope.  Alors, 
quand  on  n'a  trouve  dans  une  goutte  qu'une  tetrade  d'aspect 
typique,  et  une  seule,  on  a  marque  I'emplacement  de  cette 
goutte  a  la  face  superieure  du  couvre-objet,  et  on  I'a  recouverte 
d'une  goutte  plus  grosse  de  mout  gelatinise  et  sterilise,  justement 
en  train  de  se  solidifier,  apres  quoi  on  a  lute  le  couvre-objet  a 
I'anneau  de  la  chambre  humide.  Dans  certaines  chambres  la 
tetrade  ne  s'est  pas  developpee  du  tout,  et  d'autres  ont  du  6tre 
rejetees  parce  que  des  Pediocoques  m'avaient  echappe,  de  sorte 
que  plus  d'une  colonic  s'est  developpee;  mais  dans  les  chambres 
restantes  la  tetrade  marquee  a  developpe  une  tache  de  vegeta- 
tion, et  cette  tache  a  permis  d'infecter  a  coup  sur  un  milieu 
nutritif  frais.  La  division  cellulaire  a  commence  au  bout  de  3 
ou  4  jours  a  la  temperature  de  la  chambre,  et  les  colonies  sont 
devenues  visibles  a  I'oeil  nu  dans  la  huitaine.  Une  pareille 
colonic  a  fourni  des  materiaux  pour  une  culture  par  piqiire  en 
mout  gelatinise,  et  a  I'aide  de  celle-ci  on  a  d'abord  infecte  les 
autres  milieux  nutritifs. 


II.    Morphologie. 

Je  n'ai  pu  amener  ni  Pediococcus  damnosus  ni  Pediococcus 
perniciosus  a  prendre  la  forme  propre  aux  Sarcines.  Quelles  que 
soient  les  conditions  exterieures  et  les  milieux  nutritifs  dans 
lesquels  je  les  ai  cultivees,  les  deux  especes  que  je  viens  de 
nommer  ont  toujours  apparu  dans  les  memes  formes  que  la 
biere  nous  montre,  c'est-a-dire  des  tetrades  et  des  dyades. 
Quand  une  tetrade  isolee  dans  du  mout  gelatinise  commence  a 
se  scinder,  il  s'opere  bien  vite  des  deplacements  tellement  con- 
siderables entre  les  cellules  que  le  tout  se  fagonne  en  un  amas 
confus  de  forme  essentiellement  globulaire,  dans  lequel  il  est  im- 
possible de  suivre  le  developpement  des  cellules  individuelles. 

D'un  cote,  je  n'ai  pu  observer  aucune  agglomeration  reguliere; 
de  I'autre,  les  preparations  provenant  de  cultures  faites  dans  des 
milieux  liquides  presenteht  ordinairement  des  amas  irreguliers 
formes  par  un  nombre  variable  de  tetrades  et  de  dyades  groupees 
d'une  fagon  assez  confuse.  C'est  dans  leur  tendance  plus  ou 
moins  marquee  a  former  de   pareils   amas  qu'il  faut  chercher  un 
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caractere  distinctif  entre  la  vegetation  de  Pediococcus  damnosus 
et  celle  de  Pediococcus  perniciosus.  Le  premier  possede  cette 
tendance  a  un  haut  degre,  tandis  qu'elle  manque,  ou  peu  s'en 
faut,  dans  I'autre.  Voila  precisement  la  cause  de  la  fa^on 
dififerente  dont  ils  se  comportent  en  croissant  dans  la  biere. 

La  difference  se  manifeste  non  seulement  dans  les  bieres, 
mais  aussi  d'une  maniere  tres  nettement  prononcee  dans  le  mout 
houblonne.  Si  Ton  infecte  avec  le  Pediococcus  damnosus  un 
pareil  mout  contenu  dans  un  flacon  Freud enreich  et  qu'on  laisse 
le  flacon  en  repos  sans  le  secouer,  il  s'y  formera  au  fond  de 
petits  amas  aux  contours  nettement  definis,  bien  qu'un  peu 
irreguliers.  Ces  amas  croissent  tant  en  hauteur  que  lateralement, 
et  finissent  par  ressembler  a  de  petites  vermes.  Le  mout  lui- 
meme  demeure  limpide  pendant  plusieurs  jours  apres  I'apparition 
des  amas.  II  est  vrai  que  plus  tard  il  se  trouble;  mais  loin 
d'etre  du  a  des  Pediocoques  nageant  dans  le  liquide,  ceci  est 
au  contraire  le  resultat  d'une  production  d'acide.  Si  Ton  neu- 
tralise cet  acide  au  fur  et  a  mesure  qu'il  se  forme,  le  mout  ne 
s'altere  point,  mais  demeure  tout  a  fait  clair. 

Quant  au  Pediococcus  perniciosus,  il  se  comporte  tout 
autrement.  Des  le  commencement  de  son  developpement,  cette 
espece  produit  dans  le  mout  un  trouble  tres  prononce  en  I'em- 
plissant  d'une  foule  de  tetrades  et  dyades  qui  flottent  librement, 
et  il  en  est  ainsi  meme  si  Ton  neutralise  I'acide  qui  s'est  forme. 
En  meme  temps  il  se  forme  au  fond  du  flacon  des  taches  plates 
et  etendues  sans  contours  bien  definis  et  qui  n'atteignent  pas  de 
hauteur  appreciable.  Ces  taches  se  soudent  peu  a  peu  en  crois- 
sant de  maniere  a  former  une  couche  homogene  et  uniformement 
repandue. 

Dans  d'autres  liquides  nutritifs  on  rencontre  des  divergences 
analogues,  bien  que  moins  fortement  accusees,  dans  le  mode  de 
croissance  de  ces  deux  especes. 

Une  jeune  culture  du  Pediococcus  damnosus  dans  du  mout 
est  formee  d'amas  irreguliers,  se  composant  souvent  d'innombrables 
tetrades  et  dyades,  tandis  que  le  Pediococcus  perniciosus 
apparait  ou  en  forme  de  tetrades  et  dyades  isolees  ou  bien 
comme  amas  d'une  etendue  beaucoup  moins  grande.  L'aggluti- 
nant  qui  les  retient  ensemble,  n'est  pas  dissout  par  les  acides 
dilues,  mais  il  Test  facilement  par  les  alcalis  en  dilution.  Si, 
prenant    une    goutte    de    lessive    de    sonde    etendue,    on    la   fait 
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entrer  dans  une  preparation  de  Pediococcus  damnosus,  on  verra 
qu'au  fur  et  a  mesure  que  la  lessive  penetrera,  tous  les  amas  se 
desuniront  pour  s'eparpiller  comme  des  tetrades  et  dyades  isolees. 
II  en  est  de  meme  dans  une  preparation  de  Pediococcus  perni- 
ciosus,  quoique  a  un  degre  moindre,  soit  parce  que  les  amas 
sont  plus  petits,  soit  aussi  parce  que  la  matiere  qui  les  cimente 
semble  se  dissoudre  moins  completement,  de  telle  sorte  qu'apres 
I'addition  de  la  lessive  on  trouve  encore  de  petits  amas  de  2  a 
4  tetrades  chacun. 

Quant  aux  tetrades,  elles  paraissent,  en  moyenne,  un  peu 
plus  grandes  dans  le  Pediococcus  damnosus  que  dans  le  Pedio- 
coccus perniciosus.  Cependant,  la  difference  d'un  cote  des 
tetrades  des  deux  especes  est  tellement  exigue  —  seulement  o,i 
a  0,2  |M.  —  qu'elle  ne  nous  fournit  pas  de  caractere  distinctif, 
d'autant  moins  que  la  grandeur  pent  varier  considerablement 
dans  la  meme  espece  selon  le  mode  de  culture.  C'est  ainsi  que 
dans  le  Pediococcus  damnosus  le  cote  de  la  tetrade  a  affecte 
par  exception  une  longueur  de  i,8  fi  d'une  part  et  de  3,5  fi  de 
I'autre,  alors  que  le  chiffre  ordinaire  est  de  2,6  a  2,S  /w. 

Le  Pediococcus  perniciosus  montre  un  phenomene  caracteris- 
tique  dans  des  cultures  vieilles.  Un  examen  microscopique  du 
depot  des  cultures  en  mout  agees  de  3  mois  ou  plus,  fait 
decouvrir  dans  I'une  et  I'autre  espece  une  foule  de  corpuscules 
granuleux,  les  uns  des  Pediocoques  morts,  d'autres  des  secretions 
du  mout,  sans  qu'il  soit  possible  de  les  rapporter  avec  certitude 
par  une  observation  directe  a  I'une  ou  I'autre  de  ces  deux 
categories.  Si,  par  contre,  on  fait  entrer  sous  le  bord  du  couvre- 
objet  un  peu  de  lessive  de  soude  diluee,  les  secretions  provenant 
du  mout  se  dissoudront.  Une  preparation  de  Pediococcus  dam- 
nosus est  done  encore  remplie  d'une  foule  de  tetrades  isolees, 
tandis  que  dans  une  preparation  de  Pediococcus  perniciosus  on 
n'observe  generalement  plus  de  corps  solides,  ou  tout  au  plus 
quelques  rares  corpuscules  plus  refringents  que  le  liquide.  Par 
consequent,  dans  des  cultures  en  mout  de  Pediococcus  perniciosus 
agees  de  3  mois,  les  cellules  se  sont  transformees  au  point  que 
par  un  traitement  a  la  lessive  de  soude  elles  se  dissolvent  tout 
simplement.  Par  contre,  les  cultures  du  Pediococcus  damnosus 
dans  le  mout,  meme  apres  8  mois  de  repos,  ne  montrent  aucune 
trace  d'une  pareille  transformation. 
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Dans  certaines  circonstances,  qu'on  trouvera  indiquees  ci- 
dessous,  les  deux  especes  de  Pediococcus  qui  nous  occupent, 
affectent  la  forme  de  zooglees. 


III.    Physiologie. 

Tant  le  Pediococcus  damnosus  que  le  Pediococcus  perniciosus 
se  developpent  dans  les  liquides  nourriciers  legerement  acides 
ou  neutres  ordinairement  employes.  L'une  et  I'autre  espece 
peuvent  egalement  se  developper  dans  des  liquides  assez  forte- 
ment  acides.  Si,  au  contraire,  le  liquide  nutritifcontient 
un  alcali  libre,  meme  en  proportion  minime,  tout 
developpement  se  trouve  enraye. 

La  fagon  dont  les  deux  especes  se  comportent  vis-a-vis  de 
la  biere,  presente  un  interet  tout  particulier.  J'ai  pasteurise  a 
60^  dans  des  bouteilles  de  V*  1.  et  munies  d'un  fermoir  metallique 
a  arc.  II  est  assez  commode  d'operer  avec  de  telles  bouteilles; 
car  elles  permettent  de  nettoyer  a  la  flamme  tant  le  bouchon 
que  le  goulot,  et  ensuite  de  les  ouvrir  dans  la  caisse  sterile  sans 
toucher  autre  chose  que  le  levier  du  fermoir.  En  effet,  le 
bouchon  est  souleve  par  la  pression  de  I'acide  carbonique.  Puis, 
lorsque  la  biere  a  ete  infectee,  on  peut  egalement  avec  facilite 
fermer  la  bouteille  sans  qu'il  y  ait  chance  de  contamination 
etrangere.  Tant  le  Pediococcus  damnosus  que  le  Pediococcus 
perniciosus  se  developpent  sans  difficulte  dans  la  biere  pasteurisee 
de  la  maniere  indiquee.  Lorsque  j'ai  effectue  I'infection  par  des 
cultures  jeunes  dans  du  mout  houblonne  ou  non  houblonne  ou 
bien  dans  un  melange  de  ces  liquides  avec  de  la  gelatine,  elle 
n'a  jamais  manque,  et  meme  faite  avec  des  vegetations  tirees 
des  cultures  en  eau  de  levure  ou  en  bouillon  additionne  de  pep- 
tone, elle  a  reussi  generalement,  bien  que  pas  toujours.  Cepen- 
dant,  dans  les  cas  les  plus  favorables,  le  developpement  met  une 
quinzaine  de  jours  a  se  manifester  d'une  fagon  bien  nette,  par- 
fois  meme  5  a6semaines.  En  secouant  frequemment  les  bouteilles, 
on  favorise  a  un  haut  degre  le  developpement. 

Ainsi  que  je  I'ai  deja  dit,  le  Pediococcus  perniciosus  com- 
mence par  ternir  un  peu  la  biere,  puis  la  trouble  plus  ou  moins, 
jusqu'a  ce  qu'un  repos  prolonge  ait  amene  une  nouvelle  clarifica- 
tion.    Par  contre,  le  Pediococcus  damnosus   laisse  la  biere  claire 


74 

et  ne  produit  qu'un  petit  depot  assez  insignifiant.  L'une  et 
I'autre  espece  communiquent  ordinairement  a  la  biere  les  memes 
gout  et  odeur  desagreables;  toutefois,  comme  cela  etait  a  attendre, 
ceux-ci  ne  sorit  pas  prononces  au  meme  degre  dans  toutes  les 
bieres,  et  il  en  existe  meme  dans  lesquelles  ils  sont  tout-a-fait 
imperceptibles.  En  se  developpant  dans  de  telles  bieres,  ce  n'est 
que  le  Pediococcus  perniciosus  qui  y  provoque  des  phenomenes 
morbides;  I'autre  espece  ne  le  fait  point. 

Comme  on  le  sait,  il  a  ete  etabli  plusieurs  fois  par  des  cher- 
cheurs  tres  exacts  que  des  bacteries  qui  s'accordent  tout-a-fait 
morphologiquement  avec  celles  dont  nous  nous  occupons,  peuvent 
apparaitre  sur  une  grande  echelle  dans  les  brasseries  sans  provoquer 
de  maladie  dans  la  biere.  J'ai  trouve  la  confirmation  de  cette  observa- 
tion dans  mes  recherches.  En  effet,  j'ai  pu  constater  que  le  Pedio- 
coccus damnosus  pent  exister  abondamment  par  ex.  dans  la  >  biere 
de  Pilsen«  d'une  grande  brasserie  danoise  sans  faire  aucun  mal  a  la 
biere,  tandis  que  cette  meme  espece  produisait  des  phenomenes 
manifestes  de  maladie  (odeur  et  gout  mauvais)  dans  une  biere 
similaire  d'une  autre  brasserie.  Cela  fait  done  voir  et  apprecier 
I'aptitude  de  la  biere  elle-meme  a  determiner  si  la 
maladie  se  manifestera  ou  non. 

Nous  avons  vu  qu'il  peut  s'ecouler  des  temps  inegaux  avant 
que  de  differentes  cultures  d'un  seul  et  meme  Pediococcus  se 
developpent  sensiblement  dans  la  biere.  Les  cultures  tirees  du 
mout  s'y  developpent  plus  vite  que  celles  provenant  de  I'eau  de 
levure  ou  du  bouillon  additionne  de  peptone,  et  les  cultures  jeunes 
evoluent  plus  rapidement  que  les  anciennes.  II  peut  naturelle- 
ment  arriver  aussi  qu'en  raison  de  son  age  ou  du  mode  de 
culture  employe,  une  culture  n'arrive  point  du  tout  a  se  deve- 
lopper  dans  une  biere;  mais  pourvu  qu'un  developpement 
ait  lieu,  le  resultat  final  est  toujours  essen  tiellement 
le  meme  pour  une  seule  et  meme  sorte  de  biere.  Quel 
que  soit  l.e  temps  qu'il  y  faille,  le  Pediococcus  perniciosus  rendra 
toujours  la  biere  trouble,  si  tant  est  qu'il  puisse  s'y  developper. 
Une  biere  peut  se  troubler  plus  qu'une  autre;  mais  une  seule 
et  meme  biere  ne  presente  pas  a  cet  egard  de  plus  grandes  diffe- 
rences que  ne  le  feront  aussi  sous  d'autres  rapports  les  contenus 
de  deux  bouteilles  ayant  la  meme  biere. 

Les  opinions  predominantes  relatives  a  la   »virulence«   chan- 
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geante  des  Pediococcus  vis-a-vis  de  la  biere,  me  semblent  done 
ne  pouvoir  pas  s'appuyer  sur  les  faits  eonstates. 

La  notion  de  »virulence«  a  ete  empruntee  au  domaine  des 
bacteries  pathogenes,  et  par  analogic  des  phenomenes  qu'il  nous 
montre,  I'apparition  des  Pediocoques  a  I'etat  »virulent'<  ou  »non 
virulent«  signifierait  qu'un  seul  et  meme  Pediocoque,  qui  en 
certains  cas  provoque  certains  phenomenes  morbides  par  sa 
croissance  dans  une  biere  quelconque,  devait  dans  d'autres  cas 
(soit  quand  on  I'a  cultive  d'une  autre  maniere)  pouvoir  croitre 
dans  la  meme  biere  sans  la  rendre  malade,  Mais  je  n'ai  rien 
pu  constater  de  pareil,  et  aucune  autre  source  non  plus  n'a, 
que  je  sache,  fourni  des  bases  sures  qui  necessitent  d'admettre 
une  variabilite  de  la  » virulence*  des  Pediocoques  de  biere;  du 
moins  en  est-il  ainsi  apres  la  decouverte  d'especes  differentes 
dans  ce  groupe  de  microbes. 

En  fait  de  liquides  nourriciers,  j'ai  employe  encore  du  mout 
houblonne  (marquant  respectivement  13,5  Vo  Balling  et  7  %  Ball.), 
du  mout  non  houblonne  (12  Vo  Ball.),  de  I'eau  de  levure 
legerement  acide,  du  bouillon  de  boeuf  additionne  de  peptone, 
et  de  la  decoction  de  foin.  Par  occasion,  j'ai  aussi  essaye 
des  decoctions  de  fumier  de  cheval.  Les  Pediocoques  evoluent 
plus  ou  moins  vigoureusement  dans  tous  ces  milieux.  C'est  le 
mout  houblonne  qui  est  a  preferer,  ce  milieu  etant  celui  qui  se 
trouve  en  brasserie  a  cote  de  la  biere.  Pourtant,  dans  des  buts 
particuliers,  soit  lorsqu'il  s'agit  de  determiner  la  faculte  d'acidi- 
fication  ou  bien  de  decider  si  telle  culture  est  encore  en  vie,  il 
vaudra  mieux  employer  le  mout  non  houblonne,  parce  que  la 
croissance  dans  ce  dernier  a  lieu  le  plus  rapidement.  En  effet, 
un  mout  non  houblonne,  infecte  de  jeunes  cultures  de  Pedio- 
coccus perniciosus  et  de  Pediococcus  damnosus,  a  manifeste  des 
signes  de  developpement  au  bout  de  respectivement  3  et  5  jours, 
alors  que  pour  le  mout  houblonne  il  s'ecoulait,  toutes  conditions 
egales  d'ailleurs,  respectivement  5  et  7  jours.  Regie  generale, 
le  Pediococcus  perniciosus  se  developpe  un  peu  plus  vite  que  le 
Pediococcus  damnosus. 

Les  Pediocoques  de  la  biere  produisent  des  acides  dans  les 
liquides  nutritifs  renfermant  des  hydrates  de  carbone.  Dans  10  cc. 
de  mout  non  houblonne  (12  ^o  Ball.)  le  Pediococcus  perniciosus 
a  produit  comme  maximum  une  quantite  d'acide  correspondant 
a  6^c,4,    de    lessive  de  soude  normale  au  dixieme,  tandis  que  le 
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Pediococcus  damnosus  n'en  donne  qu'une  quantite  correspondant 
a  4",8  de  lessive  de  soude  normale  au  dixieme. 

On  peut  neutraliser  I'acide  a  mesure  qu'il  se  forme,  en 
pla^ant  au  fond  du  flacon  une  couche  de  carbonate  de  chaux 
precipite.  Alors  dans  les  cultures  de  Pediococcus  damnosus,  le 
liquide  qui  se  trouve  en  dessus,  se  maintiendra  limpide  tant  qu'il 
y  reste  encore  de  la  chaux  non  dissoute,  tandis  qu'il  est,  comme 
a  I'ordinaire,  terni  par  le  Pediococcus  perniciosus.  II  est  toutefois  a 
remarquer  que  I'une  et  I'autre  espece  se  developpent  sensiblement 
moins  facilement  dans  le  mout  non  houblonne  neutralise  par  le 
carbonate  de  chaux  qu'elles  ne  le  font  dans  le  mout  non  houblonne 
ordinaire.  Parfois,  et  assez  souvent,  le  developpement  n'a  pas 
du  tout  lieu.  Le  mieux  est  de  steriliser  le  carbonate  de  chaux 
a  part  sous  I'eau,  den  ajouter  ensuite,  avec  les  precautions 
necessaires,  une  quantite  au  mout  sterilise,  et  d'abandonner  celui-ci  a 
lui-meme  jusqu'a  ce  que  la  chaux  se  soit  precipitee,  avant  de  I'infecter. 

Quant  a  la  fagon  dont  les  Pediocoques  de  biere  se  comportent 
vis-a-vis  des  liquides  nutritifs  alcalins,  les  resultats  auxquels  je 
suis  arrive  sont  en  contradiction  directe  avec  les  opinions  domi- 
nantes,  suivant  lesquelles  ce  ne  serait  ni  le  mout  ni  la  biere, 
mais  au  contraire  I'eau  de  levure  ammoniacale  qu'on  devrait 
preferer  comme  milieu  nutritif  pour  les  analyses  relatives  aux 
microbes  en  question. 

En  depit  d'une  multitude  d'experiences,  je  n'ai 
jamais  pu  amener  aucune  de  mes  especes  provoquant 
de  la  maladie  dans  la  biere  et  cultivees  a  letat  de 
purete  a  se  developper  dans  des  liquides  a  reaction 
alcaline,  et  il  m'a  ete  autant  impossible  d'y  obtenir 
un  developpement  de  Pediocoques  par  inoculation 
directe  de  biere  atteinte  de  la  »maladie  de  Sarcine«. 
J'ai  cherche  a  realiser  les  meilleures  conditions  possible  pour  la 
croissance  des  Pediocoques  en  variant  I'alcalinite  des  liquides 
nutritifs,  laquelle  a  du  reste  ete  minime  dans  tous  les  cas;  de 
plus,  en  variant  la  temperature,  la  tension  de  I'oxygene  et  le 
mode  de  culture  prealable  des  materiaux  d'infection,  —  le  tout 
avec  un  resultat  negatif.  Entre  mes  series  d'essais,  j  en  citerai 
une  seule,  qui  presente  un  interet  tout  particulier: 

Du  mout  non  houblonne.  de  I'eau  de  levure  et  du  bouillon 
additionne  de  peptone  furent  sursatures  d'ammoniaque  et  sterilises 
dans  des  flacons  P'reudenreich.    Apres  la  sterilisation,  les  trois 
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liquides    montraient   une   reaction    alcaline    faible,    mais   pourtant 
bien  prononcee.    Alors  ils  ont  ete  infectes  de  Pediocoques  deve- 
loppes    dans    divers    liquides    nutritifs.      Un    certain   nombre   des 
flacons   infectes,    abandonnes  a  Taction  de  I'air,    n'ont  montre  au 
bout  de  5   semaines   aucun    developpement    de   microorganismes. 
Une  autre  serie  de  flacons  ont  ete  places  sous  une  cloche,  qu'on 
vida    d'air   jusqu'a    une    pression    de    mercure    de    lOO  mm.,    et 
qu'ensuite    on    remplit  d'acide    carbonique  jusqu'a  retablissement 
de  la  pression    atmospherique.    Au    bout   de    12   jours,    on    cons- 
tata  un  developpement  dans  ces  flacons ;  mais  en  meme  temps  la 
reaction,  d'alcaline  qu'elle  etait,  etait  devenue  neutre  pour  I'eau  de 
levure  et  pour  le  bouillon  additionne   de  peptone,  nettement  acide 
pour  le  mout  non  houblonne.    Pour  s'expliquer  cet  etat  de  choses, 
on    pourrait    se    figurer   que    les    Pediocoques    de   biere   croissent 
reellement  dans  des   liquides   alcalins,    pour   peu   que   la   tension 
de  I'oxygene  soit  suffisamment  faible,  et  que  durant  la  croissance 
ils    forment   un    acide    qui    neutralise    I'alcali.      Cepe'ndant,    cette 
possibilite  se  trouve    exclue    par   le   fait  que  dans  une   troisieme 
serie  de  flacons,    dans  lesquels  pour  rarefier  I'oxygene  on  a  em- 
ploye de  I'hydrogene  au  lieu  de  I'acide   carbonique,    il    ne    s'est 
produit  aucun  developpement.    C'est  done  I'acide  carbonique  qui 
dans  I'experience  ci-dessus   decrite  a  neutralise   I'alcali,   et   c'est 
seulement  alors  que  la  croissance  des  Pediocoques   de   biere   est 
devenue    possible.     II   va   de    soi    qu'une    pareille    possibilite    se 
produit  aussi  quand  on  ajoute  a  des  liquides  nutritifs  legerement 
alcalins  une  quantite  telle  des  materiaux  d'infection  ordinairement 
assez  acides  (par  ex.  de  la  biere   »infectee  de  Sarcine«)  qu'apres 
cette  addition  le  melange  n'ait  plus  de  reaction  alcaline.    Lorsque 
dans  les  cultures  effectuees  par  piqure  dans  des  gelatines  nourri- 
cieres  alcalines  ou  par  epanchement  a   leur   surface,    on    observe 
que  les  Pediocoques  de  biere  croissent  extremement  peu  et  pour 
peu    de    temps,    il    faut   probablement   de   meme   I'expliquer   en 
admettant  que  I'alcali  a  ete  neutralise  sur  tel  point  et  momentane- 
ment  par  les  materiaux  acides  d'infection. 

Une  tension  d'oxygene  inferieure  a  celle  de  latmosphere 
est,  regie  generale,  la  plus  favorable  a  la  croissance  des  Pedio- 
coques de  biere.  Cependant  tout  depend  tant  de  la  nature 
du  milieu  nutritif  que  de  la  temperature.  En  vue  d'examiner 
de  plus  pres  cette  question,  j'ai  infecte,  dans  des  flacons 
Freudenreich,    divers  liquides    nutritifs,    puis  je  les  ai  places 
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SOUS  une  cloche,  ou  j'ai  fait  un  vide  partiel  et  introduit  ensuite 
de  I'acide  carbonique  ou  de  I'hydrogene.  J'ai  fait  une  com- 
paraison  de  ces  flacons  avec  des  flacons  paralleles  abandonnes  a 
Taction  de  I'air  atmospherique  a  la  meme  temperature,  et  con- 
state qu'  a  des  temperatures  comprises  entre  i8^  et  25^  les  deux 
especes  de  Pediococcus  se  sont  developpees  dans  le  mout  (hou- 
blonne  ou  non  houblonne)  au  moins  aussi  vigoureusement  quand 
les  flacons  etaient  exposes  a  I'air  que  lorsque  la  tension  d'oxy- 
gene  avait  ete  diminuee.  Aux  temperatures  basses,  bien  que 
le  developpement  soit  lent  dans  tous  les  cas,  il  est  sensible- 
ment  plus  actif  quand  la  tension  est  reduite  que  si  elle  est 
normale. 

Pour  eclaircir  cet  etat  de  choses,  je  vais  citer  une  experience 
sur  le  Pediococcus  damnosus  dans  du  mout  non  houblonne.  Les 
chiffres  indiquent  I'augmentation  d'acide  dans  10  cc.  de  mout  non 
houblonne,  exprimee  en  cc.  de  lessive  de  sonde  normale  au 
dixieme. 


Pediococcus  damnosus.    Augmentation  d'acide  dans  10  cci  de  mout  non  lioublonn6. 


Age  de  la  culture 

Air  atmospherique 

Air  atmogph.  (loomm.)  -f- C 02(660  mm.) 

en  jours 

25  « 

5  a  7° 

25° 

5  a  7° 

14 

21 

28 

37 

2,6 

3,1 
3,1 

3,2 

o,i. 
0,1 

0,4 

2,9 
2,9 

3,1 
3,0 

0,7 
0.7 

1,8 

Pour  les  cultures  dans  du  bouillon  additionne  de  peptone 
et  notamment  dans  de  I'eau  de  levure,  la  diminution  de  la  tension 
de  I'oxygene  s'est  trouvee  favoriser  a  toutes  les  temperatures  le 
developpement. 

Meme  si  I'oxygene  est  exclu  aussi  completement  que  pos- 
sible (par  ex.  par  sterilisation  des  liquides,  refroidissement  avec 
insufflation  d'acide  carbonique  pur,  rapide  infection,  puis  intro- 
duction continuelle  de  cet  acide),  les  Pediocoques  de  biere 
arrivent  a  evoluer.  D'autre  part,  une  tension  considerablement 
plus  elevee  que  la  tension  normale,  m'a  donne  un  developpement 
dans  le  mout,  mais  non  dans  le  bouillon  additionne  de  peptone, 
ni  dans  I'eau  de  levure. 

La  temperature  la  plus  favorable  a  la  croissance   des  Pedio- 
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coques  de  biere  semble  etre  comprise  entre  23  ^  et  24  ^.  Mais 
si  Ton  veut  prolonger  ces  cultures,  il  est  preferable  de  travailler 
a  des  temperatures  plus  basses,  soit  a  la  temperature  ordinaire 
de  la  chambre.  En  effet,  les  cultures  s'affaiblissent  tres  sen- 
siblement  avec  I'age,  et  cet  affaiblissement  est  plus  marque 
encore  a  des  temperatures  plus  elevees.  L'exemple  suivant 
pourra  servir  a  elucider  cet  etat  de  choses. 

Une  culture  de  Pediococcus  damnosus,  agee  d'environ  3  se- 
maines,  dans  du  moijt  non  houblonne,  fut  transportee  dans  du 
mout  houblonne,  ou  elle  donna  un  developpement  manifeste  au 
bout  de  13  jours  a  une  temperature  de  25^,  tandis  qu'a  19^ 
elle  ne  le  donna  qu'au  bout  de  17  jours.  Ces  cultures  ayant 
atteint  I'age  de  4  semaines,  on  a  infecte  par  chacune  d'elles 
deux  nouveaux  flacons  au  mout,  I'un  a  25  ^  et  I'autre  a  19  ^. 
Les  cultures  en  2-  generation  seront  designees,  d'une  maniere 
aisee  a  comprendre,  comme  suit:  (25,25),  (25,19),  (19,25)  et  (19,19). 
Pour  qu'un  developpement  nettement  prononce  se  declarat  dans 
(25,25),  il  fallut  10  jours,  pour  (25,19)  26  jours,  pour  (19,25) 
6  jours,  et  pour  (19,19)  11  jours.  On  a  infecte  de  meme  de 
nouveaux  flacons  au  moCit  par  les  cultures  en  2-  generation  agees 
de  3  semaines.  Ceux-ci  ont  fait  preuve  de  developpement  dans 
(25,25,25)  au  bout  de  8  jours,  dans  (25,25,19)  au  bout  de  18 
jours;  (19,19,25)  a  pris  5  jours,  et  (19,19,19)  7  jours. 

On  voit  que  la  temperature  la  plus  elevee  donne  toujours  le 
developpement  le  plus  rapide,  mais  aussi,  a  un  degre  tres  sen- 
sible, le  plus  grand  affaiblissement. 

En  somme,  au  bout  d'un  temps  assez  limite,  les  cultures  de 
Pediocoques  de  biere  dans  le  moi^it  ne  sont  plus  capables  de  se 
developper,  meme  quand  on  leur  offre  les  conditions  les  plus 
favorables.  C'est  ainsi  que  dans  le  mout  le  Pediococcus  perni- 
ciosus  etait  deja  mort  apres  environ  2  mois  d'exposition  a  la 
temperature  du  laboratoire,  alors  que  le  Pediococcus  damnosus 
a  pu  rester  vivant  dans  des  cultures  en  moiit  agees  de  3  mois, 
mais  avait  succombe  dans  une  culture  de  7  mois.  Dans  la  biere 
pasteurisee,  I'une  et  I'autre  espece  restent  en  vie  pendant  10 
mois  environ,  le  Pediococcus  damnosus  probablement  encore 
plus  longtemps. 

Aucune  des  deux  especes  ne  liquefie  les  gelatines  nutritives. 
Elles  s'y  maintiennent  en  vie  relativement  longtemps.  Ainsi, 
meme  apres  5   mois  d'exposition  a  la  temperature  de  la  chambre. 
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on  a  trouve  vivante  une  culture  par  piqure  dans  du  mout  gela- 
tinise du  Pediococcus  perniciosus,  celle  des  deux  especes  en 
question  qui  generalement  resiste  le  moins. 

Si  Ton  transporte  dans  de  I'eau  distillee  et  sterilisee  quelques 
gouttes  du  depot  produit,  dans  une  biere  pasteurisee,  par  les 
deux  especes  de  Pediococcus  dont  nous  nous  occupons,  il  se  pro- 
duit bien  vite  une  formation  caracteristique  de  zooglee.  En 
secouant  le  depot,  on  constate  qu'il  est  forme  d'assez  gros  flo- 
cons  detaches,  et  le  microscope  montre  les  Pediocoques  eparpilles 
au  hasard  dans  un  mucilage  incolore  dont  on  pent  tout  juste 
entrevoir  les  contours.  Ce  mucilage  n'est  attaque  ni  par  les 
alcalis  ni  par  les  acides,  de  meme  que  ni  I'iode  ni  les  couleurs 
anilines  ne  le  colorent.  Contrairement  a  cette  formation,  qui  s'est 
produite  invariablement  lorsque  j'ai  transporte  dans  I'eau  des  cul- 
tures faites  dans  la  biere,  je  n'ai  rien  pu  constater  d'analogue 
pour  les  cultures  faites  dans  d'autres  milieux  nutritifs. 

Parmi  les  divers  antiseptiques  et  moyens  de  lavage  usites 
en  brasserie,  I'alcool  (a  93  ^/o  et  meme  a  50  %)  et  I'antiformine 
exercent  sur  nos  Pediocoques  de  biere  une  action  surement  fa- 
tale,  meme  si  Ton  fait  agir  lesdits  desinfectants  pendant  moins 
d'un  quart  d'heure.  Le  bisulfite  semble  donner  des  resultats 
pareils;  toutefois,  les  recherches  concernant  Taction  de  cette 
substance  n'ont  pas  ete  suffisamment  poussees  a  bout  pour  per- 
mettre  de  donner  des  chiffres  bien  surs.  L'acide  tartrique  a  di- 
vers titres  a  ete  essaye  sur  le  Pediococcus  damnosus,  et  Ten  a 
obtenu  les  resultats  que  voici :  Une  solution  a  15  ^/o  exerce  une 
action  mortelle  en  i  heure,  mais  non  en  ^A  heure.  Pour  une 
solution  a  5  Vo,  la  limite  de  Taction  qui  tue  a  coup  sur  se 
trouve  entre  3  et  4  heures,  et  a  0,6  Vo  la  solution  agit  mortelle- 
ment  en   12  heures,  mais  non  en  7  heures. 

De  ce  qui  precede,  il  ressort  deja  qu'on  a  tant  soit  peu 
surfait  Taction  deletere  qu'exercent  sur  les  Pediocoques  de  la 
biere  les  moyens  de  lavage  contenant  de  Tacide  fluorhydrique. 
Une  solution  a  i  Vo  de  fluorhydrate  de  fluorure  d'ammonium, 
agissant  pendant  une  heure,  n'a  tue  ni  Pediococcus  damnosus 
ni  Pediococcus  perniciosus,  et  il  en  est  de  meme  d  une  solution 
a  2  Vo  de  montanine  (solution  aqueuse  a  24  Vo,  presque  pure, 
dacide  fluosilicique). 

S'agit-il  d'estimer  la  valeur  pratique  des  moyens  de  lavage 
pour  Tindustrie  brassicole,  il  va  sans  dire  qu'on  doit  tenir  compte 
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non  seulement  de  leur  pouvoir  de  tuer  les  Pediocoques,  mais 
encore  de  leur  faculte  de  dissoudre  les  secretions  et  enveloppe- 
ments  de  diverse  nature  qui  en  maint  cas  seraient  susceptibles 
d'empecher  une  action  efficace.  Sous  ce  dernier  rapport,  c'est 
I'antiformine  qui  I'emporte  de  beaucoup  sur  tous  ses  analogues, 
alors  que  par  ex.  I'alcool,  loin  de  dissoudre  les  secretions  pre- 
sentes,  sera  plutot  capable  d'en  causer  de  nouvelles. 

IV.    Recapitulation  et  Remarques  finales. 

Les  plus  importants  des  resultats  qu'ont  donnes  les  ex- 
periences decrites  dans  ce  qui  precede,  peuvent  se  resumer  dans 
les  theses  suivantes: 

i^  La  maladie  dite  de  Sarcine,  qui  affecte  la 
biere,  est  causee  par  certaines  especes  de  Pedio- 
coccus.  Les  cultures  absolument  pures  de  celles-ci, 
issues  d'une  tetrade  unique  controlee  au  microscope, 
croissent  sans  difficulte  dans  le  mout  de  biere  et  dans 
la  biere  pasteurisee. 

2^  Pour  separer  les  Pediocoques  de  la  biere 
d'avec  la  levure  ainsi  que  d'avec  la  plupart  des  autres 
microorganismes  qui  se  trouvent  dans  la  biere,  on 
pent  se  servir  de  faibles  solutions  aqueuses  de  fluor- 
hydratedefluorure  d'ammonimum,  auxquelles  les  Pedio- 
coques de  biere  resistent  relativement  bien. 

3*^  II  existe  au  moins  deux  especes  de  Pedio- 
coques de  biere,  a  savoir,  d'une  part,  le  Pediococcus 
damnosus,  qui  communique  le  plus  souventalabiere 
une  odeur  et  un  gout  desagreables  et  qui  ne  forme 
qu'un  depot  insignifiant  en  soi,  —  et,  d'autre  part, 
le  Pediococcus  perniciosus,  qui  non  seulement  altere 
le  gout  et  I'odeur  de  la  biere,  mais  la  trouble  en- 
tie  r  erne  nt^). 

4^  Une  seule  et  meme  culture  pure  de  Pedio- 
coccus provoque  au  cours  de  sa  croissance  dans  une 
meme  biere  toujours  essentiellement  les  memes 
phenomenes  morbides. 


')  Le  laboratoire  de  Carlsberg  a   fourni   des  cultures  des  deux   especes  de  Pedio- 
coccus au  laboratoire  de   M.    Krai  a  Prague. 

6* 
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5^  II  est  des  sortes  de  biere  dont  telle  est  la  na- 
ture que  le  Pediococcus  damnosus  peut  y  apparaitre 
en  abondance  sans  causer  aucune  maladie. 

6^  Les  Pediocoques  de  biere  croissent  dans  le 
mout  houblonne  ainsi  que  dans  les  autres  liquides 
nutritifs  acides  ou  neutres  generalen:ient  en  usage, 
tandis  que  I'alcali  libre,  meme  en  quantite  minime, 
empeche  dune  maniere  radicale  tout  developpement. 
L'eau  de  levure  ammoniacale,  dont  on  a  tant  preconise 
remploi  pour  la  constatation  de  la  presence  de  Sar- 
cines,  est  parfaitement  impropre  a  servir  pour  les  re- 
cherches  en  brasserie. 

7^  Aux  temperatures  moyennes  (15^  a  25^),  les 
Pediocoques  de  biere,  dans  un  liquide  favorable 
comme  le  mout,  sont  assez  in  diffe  rents  vis-a-vis  de 
I'oxygene,  pouvant  croitre,  dune  part,  quand  I'oxy- 
^ene  est  completement  exclu  et,  d'autre  part,  lorsque 
la  tension  de  I'oxygene  depasse  de  beaucoup  celle 
de  I'oxygene  atmospheriqu  e. 


L'interet  dont  on  entoure  la  question  relative  aux  Pedio- 
coques, est  dii  sans  doute "  avant  tout  aux  degats  que  fait  »la 
maladie  de  Sarcine«  dans  probablement  tous  les  pays  du  monde 
oil  Ion  fabrique  de  la  biere.  Mais,  independamment  de  ce  fait, 
la  question  qui  nous  a  occupes  presente  un  interet  tout  parti 
culier  pour  le  zymologiste,  en  ce  sens  qu'elle  a  occasionne 
assez  d'incertitude  et  de  tatonnements  relativement  aux  principes 
fondamentaux  de  I'analyse  microbiologique  de  Fair  et  de  l'eau 
■  des  brasseries. 

Le  principe  que  Emil  Chr.  Hansen  a  formule,  et  suivant 
lequel,  dans  les  recherches  microbi  ologiques  a  faire 
pour  les  brasseries,  il  faut  se  servir  des  liquides  nu- 
tritifs memes  dont  le  brasseur  fait  usage,  —  ce  prin- 
cipe a  ete  conteste  par  divers  auteurs  justement  a  cause  du  pro- 
bleme  de  »la  maladie  de  Sarcines«  (voir  p.  ex.  P.  Lindner, 
Mikroskopische  Betriebskontrolle  in  den  Garungsgewerben,  2te 
Aufl.  208  (1898).)  On  a  affirme,  en  effet,  que  la  biere  et  le 
mout     houblonne     ne     sont    pas    propres    a     servir    de    milieux 
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nourriciers  pour  les  Pediocoques  de  biere,  et  I'on  a  preconise 
Temploi  d'eau  de  levure  ammoniacale  pour  constater  la  presence 
desdits  microbes.  Or,  les  resultats  obtenus  dans  les  experiences 
que  je  viens  de  communiquer,  font  voir  que  ni  Tune  ni  I'autre 
assertion  ne  sont  soutenables.  Dans  mes  experiences  je  me  suis 
laisse  guider  par  le  principe  precite  de  Hansen,  de  meme  que 
les  methodes  indiquees  par  ce  savant  ont  toujours  forme  la  base 
de  mes  procedes.  C'est  conformement  a  ces  methodes  que  j'ai 
employe  principalement,  comme  milieux  nutritifs,  le  moiit 
houblonne  et  la  biere,  milieux  qui  se  sont  trouves 
on  ne  peut  mieux  appropries  a  la  culture  et  a  la 
definition  des  Pediocoques  de  la  biere. 

II  serait  un  peu  hors  de  propos  d'entamer  ici  une  mention 
plus  detaillee  des  diverses  circonstances  qui  ont  determine  I'eta- 
blissement  des  opinions  opposees.  Quant  a  une  seule  de  celles-ci, 
savoir  le  fait  que  dans  les  analyses  d'air  et  d'eau,  avec  du  moCit 
et  de  la  biere  comme  milieux  nourriciers,  on  n'a  pu  trouver  de 
Pediocoques  de  biere  que  par  pure  exception,  j'espere  pouvoir 
y  revenir  dans  un  travail  ulterieur. 

jfuillet  igoj. 


UNE  ESPECE  NOUVELLE  DE  SACCHAROMYCES 
SACCH.  SATURNUS  KLOCKER, 
AYANT  DES  SPORES  CARACTERISTIQUES 


PAR 

ALB.  KLOCKER 


DANS  le  »Centralblatt  f.  Bakteriologie,  Parasitenkunde  u.  In- 
fektionskrankheiten«,  2te  Abt.,  VIII.  129  (1902),  j'ai  donne 
une  communication  provisoire  et  sommaire  sur  une  espece  nou- 
velle  de  Saccharomyces  dont  les  spores  different  notablement  de 
celles  de  tous  les  autres  Saccharomyces  connus  jusqu'ici,  Cette 
espece  nouvelle  se  rattache  aux  levures  qui  se  groupent  autour 
du  Saccharomyces  anomalus  Hansen.  Seulement,  tandis  que  les 
spores  de  cette  derniere  espece  sont  en  forme  de  chapeau  avec 
un  filet  saillant  partant  de  la  base,  celles  de  la  levure  decouverte 
par  moi  sont  ceintes,  autour  du  centre,  d'un  filet  saillant  de 
sorte  que  par  un  faible  grossissement  elles  rappellent  les  images 
communes  de  la  planete  de  Saturne.  C'est  pourquoi  j'ai  donne 
a  cette  levure  le  nom  de  Sacch.  Saturnus. 

On  salt  que  ce  qui  caracterise  tout  particulierement  le  Sacch. 
anomalus  et  les  especes  et  races  qui  s'}'  rapprochent,  est 

i^  La  formation  rapide  de  voile  sur  le  liquide; 

2^  Le  filet  saillant  des  spores,  —  et  enfin 

3^  La  production  d'ether. 

Le  Sacch.  Saturnus  developpe  tout  d'abord  sur  le  mout  de 
biere  un  voile  blanc  et  ride,  et  en  meme  temps  il  se  forme  de 
la  levure  de  depot.  Dans  un  voile  jeune  les  cellules  (voir  fig.  i) 
sont  de  forme  globulaire  ou  ovoide.  Leur  taille  varie  de  4  /^  a 
6  |U  environ.  Si  on  laisse  reposer  une  culture  pendant  quelque 
temps,    les    cellules  s'agrandissent  un  peu;  la  plupart  affectent  la 
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forme    spherique    et    se    remplissent    de    nombreuses    gouttes    de 
graisse   (voir   fig.    2).     En    meme  temps,    le   voile   va   grossissant, 
I'acide  carbonique  developpe    par  la  fermentation  forme  de  grosses 
buUes,  et   la  couleur    devient    plus  jau- 
natre.      Dans    une    pareille    culture    en 
mout,    laquelle    avait    sejourne    pendant 
1^/2  annee   a  la  temperature  du  labora- 
toire,    les    cellules    avaient    atteint    une 
grandeur    de    jusqu'a    7  (M;    a    cote    de 
celles-ci,  il  s'en  trouvait  aussi  de  beau- 
coup    moins    grandes   et   de    forme    al- 
longee. 

Si  Ion  secoue  la  culture  de  maniere 
a  faire  aller  au  fond  une  partie  du 
voile,  les  vieilles  cultures  finissent  par 
former  un  voile  plus  ou  moins  muqueux. 
Tel  a  ete  le  cas  par  exemple  pour  des 

cultures  en  mout  de  biere  dans  des  flacons  Freudenreich  et 
agees  d'un  an  environ.  Dans  ce  voile  muqueux  il  apparaissait 
de  nombreuses    cellules   de    grandeur  demesuree, 

l^\  soit   d'un    diametre    d'environ   10  ^  et  plus;  elles 

•(j)f    '^       ' 

^^  ® j  etaient  videes  et  avaient  les  parois  epaisses  (voir 
fig.  3).  A  cote  d'elles,  on  pouvait  observer 
quelques  autres  cellules  moins  grandes  et  ren- 
fermant  des  gouttes  graisseuses. 

Secouees,  les  cultures  en  mout  de  biere  pro- 
duisent  aussi  des  ceintures  de  levure  sur  les 


Fig.  I,  Sacch.  Saturnus. 
Cellules  d'un  voile  forme 
depuis  24  heures,  a  25  °,  sur 
du  mout  de  biere. Env.  ^°°°/i. 


i^ 


•^  ^(^ ( *>} 


_^,y 


Fig. 


Sacch. 


Saturnus. Cellules,      parois  du  verre.  Les  cellules  dont  ces  ceintures 
renfermant      des      ^^^^  formees,  ressemblent  a  celles  des  voiles  d'un 

gouttes     graisseu-  .        ^  ... 

.,  .,        certam   ag^e:    elles   sont   prmcipalement  de  torme 

ses ,      d  un     voile  ^  r  r 

d'env.  3  semaines      spherique,    et   beaucoup   d'entre   elles  renferment 

sur  du   mout  de      (jes  spores.  Ici  aussi,  on  a  pu  constater  I'existence 

lere.       empera-      ^^    cellules    gigantesques,    comme   celles    que  je 

ture     du     labora- 

toire.  Env.  looo/^.      viens  de  mentionner. 

La  forme  et  I'apparence  des  cellules  varient 
un  peu  selon  le  milieu  nourricier,  comme  cela  est  le  cas  pour 
les  Saccharomycetes  en  general. 

Sur  la  biere  de  garde,  le  voile  etait  forme  principalement 
de  petites  cellules  rondes  d'un  diametre  d'environ  3  a  4 /<. 

Sur    I'eau    de    levure,    il   se   forme    rapidement    un    voile 
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Sur 


fV- 


^J 


mout  de  biere.  A  droite, 
trois  cellules  de  taille 
normale.  Temp,  du  la- 
boratoire.       Env.      i°°"/i. 


recouvrant  toute  la  surface  et  qui  se  compose  de  petites  cellules 
rondes. 

I'eau     de     levure     additionnee     de    saccharose 

,^  (loVo):    Dans  le  voile  on  observe  des  eel- 

f        \  lules     rondes     renfermant     de    nombreuses 

\®    /  gouttes    de  graisse  et  qui  ressemblent  aux 

cellules  des  voiles  d'un  certain  age  formes 

sur  le  moi^it.     Diametre :  6,6  ^  et  plus. 

Sur    I'eau    de    levure   additionnee 

de    maltose    (7  Vo),    le   voile    etait   forme 

de  cellules  rondes  et  ovoides,  qui  sou  vent 

Cellules gigantesques d'un      avaient    presque    toutes    forme    des 

voile  d'env.  un  an  sur  du      spores.     La   grandeur   etait,    en  moyenne, 

d'env.  4,6  |M. 

Sur  I'eaude  levure  additionnee  de 
dextrose  (10  Vo)  et  sur  I'eau  de  levure 
additionnee  de  levulose  (5  Vo),  le  voile 
se  composait  le  plus  souvent  de  cellules  rondes,  ovoides  et  ob- 
longues,  renfermant  des  gouttes  d'huile.  Sur  ces  milieux,  les 
cellules  forment  generalement 
des  colonies  plus  ou  moins 
grandes  (voir  fig.  4),  tandis 
que  sur  les  liquides  prece- 
dents elles  sont  le  plus  sou- 
vent  isolees  ou  groupees  deux 
par  deux. 

Sur  I'eau  de  levure 
additionnee  d'arabinose 
(5  Vo),  les  cellules  du  voile 
sont  petites,  ovoides  ou  rondes, 
videes,  sans  gouttes  de  graisse. 
Les  cellules  produites  sur 
I'eau  de  levure  addi- 
tionnee de  lactose,  elles 
aussi,  sont  petites,  ovoides  ou 
rondes. 

Sur  le  mout  gelatinise,  le  Sacch.  Saturnus  forme  bientot 
des  colonies  blanches  ou  d'un  jaune  pale  et  dont  la  surface  est 
sillonnee  de  rides;  leur  forme  ressemble  communement  a  celle 
d'un   cratere.      Les   cellules    de   ces   colonies    sont    generalement 


v,«,-. 


il^AP: 


Fig.  4.     Sacch.    Saturnus.     Cellules    d'un 

voile  de  trois  mois  sur  de  I'eau  de  levure 

additionnee  de  dextrose.    Temp,  du  labo- 

boratoire.      Env.   ^"^'"/i. 
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de  forme  spherique  et  renferment  de  nombreuses  gouttes  d'huile; 
grandeur  de  ces  cellules:  env.  6,6^4,  parfois  davantage.  Peu  a 
peu,  la  partie  centrale  de  la  colonie  s'enfonce  de  plus  en  plus, 
parce  que  la  gelatine  se  liquefie  lentement. 

Par  centre,  sur  la  gelatine  melangee  de  bouillon  addi- 
tionne  de  peptone,  les  cellules  sont  petites  et  souvent  un 
peu  allongees.  La  croissance  est  tres  lente  dans  ce  milieu. 
L'aspect  de  la  colonie  est  essentiellement  le  meme  que  sur  le 
mout  gelatinise. 

Les    limites   de  temperature  du  bourgeonnement  sur  le 
mout   de    biere   dans  les  flacons   Freudenreich,    se  trouvent  entre 
2   a  4^  C.   et   35  a  37^  C,    I'optimum    se   trou- 
vant  vers  les  28^  a  30^  C.    Pour  les  determiner. 


j'ai  ensemence,  a  des  temperatures  differentes, 
une  trace  d'une  jeune  vegetation  de  voile  sur  la 
surface  du  mout  de  biere  contenu  dans  un  flacon 

T-         J  -1  Fie:,  "i.    Sacch.  Sa- 

Freudenreich.  ^   ^       ^.  „  1 

turnus.       Cellules, 

La  formes  des  spores  est  un  peu  variable,  pourvues  de  spo- 
Elle  rappelle  le  plus  souvent  celle  dun  citron;  res,  dun  voile  sur 
mais    quelquefois    les    pointes   sont  un    peu    re-     ^^  ^  ^^"  ^^  levure 

,    ,  ....  .  additionnee  demal- 

courbees  et  mdistmctes.  Les  spores  sont  toujours  ^^^^    1000/ 

ceintes,  autour  du  centre,  d'un  filet  saillant  plus 
ou  moins  marque^)  (voir  fig.  5).  Dans  leur  interieur  se  trouve 
un  corpuscule  globulaire  fortement  refringent,  vraisemblablement 
de  nature  adipeuse ;  car  si  Ton  traite  les  spores  par  une  solution 
d'hydrate  de  chloral  (2  g.  d'hydrate  de  chloral  -f-  i  g.  d'eau), 
le  contour  de  ces  corpuscules  disparait  conformement  avec  les 
gouttes  graisseuses  des  cellules  ordinaires. 

.  La  longueur  des  spores,  mesuree  de  pointe  en  pointe,  est 
generalement  d'env.  3  jM  ou  un  peu  plus;  la  plus  grande  largeur 
est  d'env.  2  /n.  On  voit  le  plus  souvent  2  spores  dans  une  cel- 
lule, moint  frequemment  3,  plus  rarement  i,  et  le  plus  rare- 
ment  4.     Je  n'en  ai  jamais  observe  un  plus  grand  nombre. 


^)  Dans  ma  communication  provisoire,  precitee,  dans  le  »Centralbl.«  ,  j'ai 
decrit  la  forme  des  spores  comme  »un  globe  aplati  et  ceint  d'un  filet  sail- 
lant«.  Tel  est,  en  effet,  generalement  leur  aspect  dans  les  cultures  sur 
blocs  de  platre,  les  pointes  etant  tres  minces  et  indistinctes.  Mais  dans 
mes  recherches  ulterieures  je  suis  arrive  a  reconnaitre  que  la  tonne  est 
plutot  celle  d'un  citron;  c'est  surtout  dans  les  cultures  produites  sur  I'eau 
de  levure  additionnee  de  maltose  qu'   elle   se  dessine  le  plus  nettement. 
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Dans  les  cultures  sur  blocs  de  platre  d'apres  la  methode 
Hansen,  cette  espece  produit  en  general  facilement  des  spores. 
Les  limites  de  temperature  sont  comprises  entre  4  a  7  ^  C.  et 
28  a  31^/2^  C,  I'optimum  se  trouvant  vers  les  25  ^  C.  A  cette 
derniere  temperature,  les  spores  se  produisent  au  bout  de  43 
heures  environ. 

Comme  il  se  presentait  des  cas  ou  le  Saccharomyces  nou- 
veau  donnait  une  sporulation  plus  abondante  sur  I'eau  de  levure 
additionnee  de  maltose  que  sur  les  blocs  de  platre,  j'ai  fait  des 
essais  de  culture  sur  ce  liquide,  afin  de  determiner  dans  ces 
conditions  les  limites  de  temperature,  que  je  me  figurais  pou- 
voir  etre  differentes  de  celles  trouvees  par  la  culture  sur  les 
blocs  de  platre.  II  n'en  fut  pourtant  rien :  elles  etaient  iden- 
tiques  a  celles  indiquees  ci-dessus. 

II  ressort  done  de  ces  experiences  .que  la  temperature  mi- 
nima de  la  sporulation  est  de  quelques  degres  plus  elevee,  et 
le  maximum  de  quelques  degres  plus  bas  que  les  temperatures 
correspondantes  du  bourgeonnement.  Nous  trouvons  done  chez 
cette  espece  aussi  une  confirmation  de  la  loi  decouverte  par 
Hansen  pour  revolution  des  organes  de  reproduction  en  question 
(Comptes-rendus  ^u  Laboratoire  de  Carlsberg,  II.  106  (1886),  et 
V.  68  (1902)). 

Sur  d'autres  milieux  encore,  il  se  forme  des  spores  en 
abondance.  Tel  est  I'eau  de  levure  additionnee  de  mal- 
tose mentionnee  plus  haut  et  011,  apres  quelque  temps  de  repos, 
ie  voile  est  souvent  forme  presque  exclusivement  de  cellules 
sporogenes.  (Sur  I'eau  de  levure  additionnee  de,  respectivement, 
dextrose,  levulose,  saccharose,  arabinose  et  lactose,  je  n'ai  jamais 
observe  de  spores  dans  le  voile.)  Sur  le  riz  aussi,  il  se  produit 
une  abondance  de  spores.  On  en  a  trouve  egalement  dans  les 
ceintures  de  levure  sur  les  parois  du  verre  et  dans  les 
voiles  des  cultures  en  mout,  ainsi  que  dans  les  vegeta- 
tions agees  et  liquefiees  sur  le  mout  gelatinise. 

Pour  pouvoir  determiner  et  classifier  de  telles  cellules  de 
levure,  il  est  important  de  connaitre  la  maniere  dont  s'opere  la 
germination  des  spores.  Dans  le  cas  present  la  question 
serait  de  savoir  si  les  spores  de  I'espece  nouvelle  germent  ou 
non  de  la  meme  maniere  que  celles  des  veritables  Saccharomyces, 
savoir  par  bourgeonnement.  Pour  m'en  rendre  compte,  j'ai  pris 
pour   point   de   depart   un   voile   forme   sur   I'eau  de  levure  addi- 
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tionnee  de  maltose,  ce  milieu  etant  celui  qui  pourrait  me  four- 
nir  le  plus  aisement  des  elements  d'ensemencement  composes 
exclusivement  de  cellules  sporogenes.  Dans  une  chambre  Ran- 
vier  fermee,  renfermant  du  mout  de  biere  etendu  servant  de 
liquide  nutritif,  voici  comment  la  germination  s'est  faite  a  la 
temperature  du  laboratoire:  Dans  I'espace  de  12  heures  environ, 
la  spore  a  perdu  son  brillant,  le  filet  saillant  a  disparu,  et  les 
dimensions     ont    aug- 
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mente  (fig.  6),  la  forme 

devenantplusou  moins 

globoide.    Maintenant, 

la  spore  a  presente  une 

certaine   ressemblance 

a  une  cellule  de  levure 

a  parois    epaisses,  ap- 

paremment  sans  autre 

contenu     qu'un      seul 

grain     fortement     res- 

plendissant.   Une  seule 

partie  de  la  paroi  etait 

dans    la    plupart    des 

cas    plus    epaisse     et 

plus     refringente     que 

le  reste.  Alors  j'ai  vu 

les  spores  germer  par 

bourgeonnement  de  la 

meme      maniere     que 

celles  des  Saccharomyces  proprement   dits.     Dans   plusieurs    cas, 

j'ai  observe  deux  spores  qui  s'etaient  fusionnees  (fig.  6,  d),  pheno- 

mene  qui,  d'apres   les   recherches   de   Hansen,    n'est   point    rare 

dans  les  Saccharomycetes. 

En  ce  qui  concerne  Taction  du  Sacch.  Saturnus  sur  les 
divers  sucres,  il  se  distingue  bien  nettement  du  Sacch.  ano- 
malus  en  possedant  la  faculte  d'intervertir  le  saccharose, 
et  de  faire  fermenter  ensuite  le  sucre  interverti.  II  peut 
aussi  faire  fermenter  le  raffinose.  Dans  le  mout  de  biere  il 
provoque  une  fermentation  lente,  avec  peu  d'ecume.  Au  bout 
de  46  jours,  il  ne  s'etait  produit  a  25  ^  C.  qu'environ  i  Vo  en 
volume    d'alcool    dans    un    ballon  Pasteur   de  Vi   1.    contenant    du 


Fig.  6.  Sacch.  Saturnus.  Des  spores  en  germina- 
tion dans  du  mout  de  biere  etendu ,  dans  une 
chambre  Ranvier.  a*  une  cellule  renfermant  2 
spores;  a"  au  bout  de  13^/2  heures,  a"'  au  bout 
de  18V2  heures,  a""  au  bout  de  19V2  heures,  a'""  au 
bout  de  28^/2  heures.  b'  une  cellule  a  i  spore;  b"  au 
bout  de  18  heures.  c'  une  cellule  a  2  spores;  c" 
au  bout  de  18  heures.  d  des  spores  fusionnees. 
Env.   1000/^. 
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mout  houblonne  ordinaire  (d'une  densite  d'env.  14  Vo  Ball.)  pour 
la  biere  de  garde. 

En  meme  temps  qu'il  se  produit  de  I'alcool,  il  se  forme 
aussi  de  Tether,  qui  se  manifeste  par  une  odeur  fortement  pro- 
noncee.  En  distillant  le  mout  fermente,  on  obtient  un  liquide 
qui  sent  fortement  I'ether  acetique.  En  ceci,  mon  espece  Con- 
corde done  avec  le  Sacch.  anomalus,  ou  W.  Seifert  a  constate 
la  formation  de  cet  ether.  Les  cultures  en  eau  de  levure  addi- 
tionnee  de  levulose  sentaient  fortement  I'ether  de  poires. 

Si,  pendant  un  long  espace  de  temps,  on  laisse  reposer  une 
culture  en  mout  couverte  de  son  voile,  I'alcool  qui  s'est  produit 
disparait,  L'odeur  d'ether  disparait  aussi  completement,  faisant 
place  a  une  odeur  aigrelette  particuliere.  C'est  ainsi  qu'  une 
culture  en  mout  qui  etait  exposee  depuis  1^/2  annee  a  la  tempe- 
rature du  laboratoire,  ne  contenait  plus  d'alcool  apres  examen  fait 
au  moyen  de  I'ebullioscope.  Probablement  I'alcool  qui  s'etait 
forme  avait  ete  transforme  par  oxydation. 

Pour  ce  qui  concerne  la  duree  de  la  vie  de  mon  espece, 
je  n'en  sais  que  peu  de  chose,  attendu  qu'elle  n'est  sujet  de 
mes  recherches  que  depuis  deux  annees  environ.  Pendant  toute 
cette  periode,  elle  s'est  maintenue  en  vie  dans  une  solution 
de  saccharose  et  dans  du  mout  de  biere.  Une  vegetation  sur 
bloc  de  platre  exposee  pendant  8  mois  a  une  temperature  de  3 
a  4  ^  C.  sans  produire  de  spores,  etait  encore  en  vie  apres  ce 
laps  de  temps,  et  a  forme  par  ensemencement  dans  du  mout  a 
25  ^  C,  deja  au  bout  de  2  jours,  un  voile  recouvrant  toute  la 
surface  du  liquide. 

Le  Sacch.  Saturnus  a  ete  decouvert  pour  la  premiere  fois 
dans  des  echantillons  de  terre  pris  dans  I'Himalaya  et  que  M. 
F.  A.  Moller,  a  Darjeeling,  a  eu  I'obligeance  de  me  faire  par- 
venir.  Plus  tard,  j'ai  trouve  cette  espece,  ou  en  tout  cas  un 
type  qui  s'y  rapproche  de  tres  pres  (je  n'ai  pas  eu  I'occasion 
d'approfondir  dans  tous  les  details  I'examen  des  cultures  ci-apres), 
et  dans  de  la  terre  danoise  et  dans  de  la  terre  italienne,  de 
meme  que  mon  collegue  M.  Schionning  I'a  rencontree  plusieurs 
fois  dans  des  echantillons  de  terre  de  la  meme  provenance. 

Le  Laboratoire  de  Carlsberg  a  fourni  cette  espece  au  labo- 
ratoire de  M.  Krai  a  Prague. 

Ce  qui  precede  peut  se  resumer  dans  la  description  sui- 
vante : 
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Sacch.  Saturnus  Klocker. 

Forme  rapidement  un  voile  blanc  et  ride  sur  le  mout  de 
biere  et  sur  d'autres  liquides  nutritifs  sucres. 

Cellules  rondes  ou  ovoides,  rarement,  mais  quelquefois, 
oblongues;  longueur  ordinaire:  4  a  6  /4. 

Limites  de  temperature  du  bourgeonfiement  sur  le  mout: 
2  a  4OC.,  et  35   a  37  ^  C. 

Spores  en  forme  plus  ou  moins  reguliere  de  citron, 
et  ceintes  d'un  filet  saillant  autour  du  centre  de  pointe 
a  pointe,  longues  d'env.  3  ft,  renfermant  un  corpuscule  globoide 
et  refringent  (de  nature  adipeuse?).  Optimum  de  leur  formation 
sur  bloc  de  platre  est  voisin  de  25  ^C,  le  minimum  est  compris 
entre  4  et  7  ^  C,  et  le  maximum  entre  28  et  31^/2^0. 

Fait  fermenter  les  dextrose,  levulose  et  raffinose,  et  inter- 
vertit  le  saccharose  pour  faire  fermenter  ensuite  le  sucre  inter- 
verti.  En  meme  temps  que  la  fermentation,  il  y  a  formation 
d'un  ether  (ether  acetique?).  Ne  fait  pas  fermenter  les  maltose, 
lactose  et  arabinose. 

A  ete  decouvert  dans  de  la  terre  prise  dans  I'Himalaya.  La 
meme  espece,  ou  en  tout  cas  une  espece  tres  voisine,  a  ete  ob- 
servee  dans  de  la  terre  danoise  et  de  la  terre  italienne. 


SUR  LA  CLASSIFICATION  DU  GENRE 

PENICILLIUM,   ET  DESCRIPTION   DUNE  ESPECE 

NOUVELLE  FORMANT  DES  ASQUES 


PAR 
ALB.  KLOCKEK. 


ON  salt  que  diverses  especes  du  genre  de  Penicillium  se 
rencontrent  tres  frequemment  dans  la  nature  et  aussi  dans 
les  differentes  localites  des  brasseries.  Dans  cellesci  les  cereales 
et  le  malt  en  sont  attaques  et,  de  plus,  elles  apparaissent  sur 
les  foudres,  parois  etc.,  bref,  partout  ou  il  y  a  de  I'humidite, 
leurs  exigences  relatives  a  la  nourriture  etant  des  plus  modestes. 
En  outre,  la  biere  mise  en  bouteilles  peut  prendre  un  gout  et 
une  odeur  desagreables  par  suite  de  la  presence  de  Penicillium, 
par  ex.  quand  cette  moisissure  a  infecte  le  bouchon.  Pour  le  vin,  il 
a  ete  demontre  par  Wortmann  que  le  gout  particulier  qu'il 
prend  parfois  dans  certaines  circonstances  et  qui  est  nomme  en 
allemand  »Stopfengeschmack«,  est  du  a  des  champignons  ap- 
partenant  a  ce  genre.  Les  especes  qui  le  constituent  sont  done 
au  nombre  des  organismes  dont  I'importance  pour  I'industrie 
zymotechnique  est  assez  considerable.  Elles  ont  aussi  joue  un 
certain  role  dans  I'histoire  des  erreurs  scientifiques,  en  ce  sens 
qu'autrefois  on  a  cru,  a  tort,  trouver  parmi  elles  les  types  pri- 
mitifs  de  la  levure. 

II  n'y  a  que  peu  d'especes  de  ce  genre  qu'on  a  bien  carac- 
terisees  jusqu'ici;  les  descriptions  donnees  sur  la  plupart  d'entre 
elles  sont  tellement  defectueuses  qu'on  ne  saurait  les  identifier. 
La  position  systematique  du  genre  Penicillium,  elle  aussi,  a  ete 
vivement  debattue,    et   elle  a  ete  changee  plus  d'une  fois.    Dans 
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ce  qui  va  suivre,  je  me  propose  aiissi  de  fournir  une  contribu- 
tion a  la  classification  du  genre  Penicillium. 

L'espece  qui  a  ete  decrite  la  premiere,  est  le  Penicillium 
crustaceum  L.  (P.  glaucum  Link),  denomination  qui  cependant^ 
comme  on  la  reconnu  plus  tard,  comprend  plusieurs  especes. 
Ce  qui  caracterise  toutes  les  especes  de  Penicillium,  c'est  la  for- 
mation de  conidies,  et  pendant  longtemps  on  n'a  connu  chez  le 
Penicillium  que  cette  reproduction  vegetative.  C'est  seulement 
en  1872  que  Brefeld^)  a  constate  que  le  Penicillium  glaucum 
est  a  meme  de  produire  une  forme  superieure  de  fructification, 
a  savoir  les  asques,  decouverte  qui  a  classe  ladite  espece  dans 
les  Ascomycetes.  Ayant  constate  en  outre  que  cette  formation 
d'asques  est  precedee  dune  production  de  scleroties  —  vu  que 
c'est  dans  I'interieur  de  ceux-ci  que  les  asques  prennent  naissance — , 
Brefeld  a  range  le  Penicillium  glaucum  parmi  les  Tuberacees, 
famille  de  champignons  chez  laquelle  les  asques  se  forment 
precisement  dans  I'interieur  de  corps  ressemblant  aux  scleroties. 
Cependant,  ainsi  que  nous  le  verrons  ci-dessous,  on  a  plus  tard 
decouvert  d'autres  especes  de  Penicillium  oil  les  scleroties  font  de- 
faut,  les  asques  se  formant  sans  production  prealable  de  scleroties. 
Plus  tard,  Brefe  Id  n'a  rien  enonce,  que  je  sache,  sur  la  classification 
de  Penicillium ;  mais  dans  la  » Vergleichende  Morphologie  der  Pilze<c 
publiee  en  1892  par  F.  v.  Tavel,  ce  genre  est  rapporte  aux 
Perisporacees,  famille  que  cet  auteur  met  a  cote  des  Tuberacees 
et  Erysiphees  comme  coordonnees  a  celles-ci.  Je  suppose  que  c'est 
aussi  I'opinion  actuelle  de  Brefeld  que  v.  Tavel,  son  disciple  et 
collaborateur,  exprime  ainsi;  car  dans  la  preface  de  I'ouvrage  cite  il 
est  dit  que  I'auteur  se  propose  de  donner  un  apergu  non  seulement 
des  recherches  de  Brefeld,  mais  encore  de  son  jugement. 

Cependant,  certains  des  types  rapportes  au  Penicillium  glau- 
cum d'apres  I'aspect  de  la  vegetation  conidienne  paraissent  etre 
incapables  de  produire  la  fructification  superieure  dont  il  s'agit. 
Tel  est  p.  ex.  le  cas  des  types  trouves  ici  en  Danemark  et  exa- 
mines au  Laboratoire  de  Carlsberg.  Pas  une  seule  fois  nous 
n'avons  pu  parvenir  a  les  amener  a  produire  des  asques,  quoique 
ayant  suivi  de  point  en  point  le  mode  de  culture  indique  par 
Brefeld,  Le  procede  recommande  par  Zukal  et  que  nous 
avons  egalement  essaye,  savoir  culture  sur  des  ecorces  d'oranges 


^)  Brefeld,   Entwickelungsgeschichte  von  Penicillium     Bolan.   Ztg.,    1872). 


94 

douces  ou  de  citrons,  ne  nous  a  pas  donne  de  resultats  positifs 
non  plus. 

Van  Tieghem,  en  1876,  a  fait  la  communication  assez 
interessante^)  qu'il  avait  decouvert  une  espece  nouvelle  de  Peni- 
cillium:  P.  aureum,  qui  produisait  des  asques  sans  formation 
prealable  de  scleroties.  Au  reste,  van  Tieghem  est  d'avis  que 
la  formation  de  scleroties  ne  peut  pas,  de  soi,  servir  de  marque 
distinctive  prouvant  une  relation  generique.  Selon  lui,  elle  est 
de  nature  plutot  physiologique  que  morphologique,  car  elle  peut 
exister  ou  manquer,  selon  les  conditions  de  croissance,  chez  des 
especes  d'un  seul  et  meme  genre  et,  qui  plus  est,  chez  des  individus 
d'une  seule  et  meme  espece.  Nous  y  reviendrons  plus  bas.  Ce 
qui  est  plus  important  en  ce  cas,  c'est  son  observation  de  la 
formation  d'asques  chez  le  Penicillium  aureum  mentionne  plus 
haut  et  dont,  ainsi  que  nous  I'avons  vu,  les  asques  se  forment 
directement,  sans  formation  prealable  de  scleroties.  En  meme 
temps  van  Tieghem  decrit  une  espece  nouvelle  de  Gymno- 
ascus :  G.  rubrum,  qui  forme  ses  asques  tout  a  fait  de  la  meme 
maniere  que  le  Penicillium  aureum,  de  meme  qu'ils  se  ressem- 
blent  sous  d'autres  rapports  aussi.  La  difference  qui  determine 
le  classement  des  deux  especes  dans  differents  genres,  se  trouve 
uniquemeat  dans  la  fructification  conidienne.  Aussi,  dans  son 
»Traite  de  Botanique«,  il  place  les  deux  genres  dans  une  seule 
€t  meme  tribu  sous  la  famille  des  Perisporacees. 

ZukaP),  en  1889,  a  decrit,  sous  le  nom  de  Penicillium 
luteum,  une  troisieme  espece  qui  forme  des  asques  et  dont,  selon 
lui,  on  ne  saurait  contester  le  caractere  de  Gymnoascus.  II  croit 
pouvoir  affirmer  que  le  genre  de  Penicillium  doit  etre  classe  dans 
la  famille  de  Gymnoasci. 

De  plus,  une  description  de  I'espece  mentionnee  plus  haut 
a  ete  donnee  par  Wehmer^)  qui,  abordant  la  question  de  sa 
classification,    declare   qu'il   prefere    rapprocher  le  genre  de  Peni- 


^)  Van  Tieghem,    Sur   le    developpement  de  quelques  Ascomycetes  (Bull,  de 

la  Soc.  botan.  de  France,   XXIV,    157  (1877)). 
^)  H.  Zukal,  Entwickelungsgeschichtliche  Untersuchungen  aus  dem  Gebiete  der 

Ascomyceten    (Sitzungsber.    d.    Kais.    Akad.    d.   Wissensch.   in  Wien.    Math.- 

Naturvv.  CI.  XCVIII,   561,   (1889)). 
^)  Wehmer,   Morphologie  iind  EnUvickelungsgeschichte  von  Penicillium  luteum 

Zuk.,    eines    iiberaus   haufigen    grlinen  Schimmeli)il7.es    (Ber.  d.   Deutsch.   bot 

Ges.,    1893). 
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cillium  des  Erysiphees,  Eurotiees  et  Tuberacees,  plutot  que  des 
Gymnoascees.  Deux  annees  plus  tard,  ce  meme  savant^)  decrit 
una  espece  nouvelle :  le  Penicillium  italicum,  qui  se  distingue 
en  formant  des  scleroties  a  I'instar  du  P.  glaucum;  mais,  par 
opposition  a  cette  derniere  espece,  il  ne  se  developpe  pas  d'asques 
dans  I'interieur  de  ces  scleroties:  les  scleroties  restent  simplement 
a  I'etat  de  scleroties. 

Mentionnons  enfin  que  dans  la  »Kryptogamen-Flora  von  Schle- 
sien»  de  Cohn,  III,  Pilze,  220  (1893),  Schroter  indique  un 
Penicillium  insigne  (Winter).  Sous  cette  appellation  il  designe 
I'Eurotium  insigne  distribue  par  Winter  dans  les  »Fungi  Eu- 
ropaei  exsiccati«,  Cent.  XVIIL,  de  Rabenhorst,  et  dont  la 
fructification  conidienne  serait  le  Gliocladium  penicillioides  Corda. 
Wehmer^)  fait  la  meme  affirmation,  tandis  que  Lindau^)  est 
d'avis  que  le  Gliocladium  n'a  rien  a  faire  avec  le  Penicillium. 
Edw.  Fischer*),  outre  les  trois  especes  de  Penicillium  formant 
des  asques  et  mentionnees  plus  haut,  cite  aussi  le  P.  insigne 
(Winter). 

On  verra  done  par  ce  qui  precede  qu'apres  la  decouverte 
des  ascospores  il  y  a  eu,  et  qu'il  y  a  encore  aujourd'hui,  des 
opinions  contraires  sur  la  classification  du  Penicillium.  Cest  ce 
qui  rend  desirables  des  contributions  nouvelles  pouvant  mener 
a  la  vraie  conception. 

Autant  que  je  sais,  on  ne  connait  jusqu'ici  que  quatre 
especes,  tout  au  plus,  de  Penicillium  capables  de  former  une 
fructification  par  asques,  et  une  espece  qui  forme  des  scleroties 
mais  non  des  asques,  tandis  que  toutes  les  autres  n'ont  que 
la    fructification    conidienne^).     Les    quatre    especes   qui   forment 


^)  Wehmer,  Beitrage  zur  Kenntnis  einheimischer  Pilze.  II.  68.  (1895).  L'annee 
precedente,  W.  avait  donne  dans  le  »Hed\vigia«  une  description  sommaire 
de  cette  espece. 

';  Hedwigia,   XXXIII.  (1894). 

^)  Engler  &  Prantl,  Die  natiirlichen  Pflanzenfamilien,   I,    iste  Abi.    **  (1900)- 

*)  ibid.   I.,    Iste  Abt.   (1896). 

^)  Lindau  (a  I'endroil  cite)  dit  que  le  nombre  total  des  especes  decrites  jusqu'ici 
de  ce  genre  se  monte  a  46.  Dans  son  »Essai  de  revision  du  genre  Peni- 
cillium Link«  (Ann.  de  la  Soc.  scientif.  de  Bruxelles,  XXV.  (190O)'  Fr. 
Dierckx  decrit  25  especes  de  Penicillium.  Entre  celles-ci  il  n'y  a  que  3 
des  especes  connues  auparavant.  Chez  aucune  d'elles  il  ne  parle  d'une 
fructification  par   asques;    toutes    ses    descriptions    ne   sont   basees    que    sur  la 
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des  asques  peuvent  facilement  etre  distinguees  les  unes  des  au- 
tres.  Ainsi  que  nous  Tavons  vu,  le  P.  glaucum,  par  opposition 
aux  trois  autres,  forme  d'abord  des  scleroties.  Les  ascospores 
du  P.  luteum  sont  munies  de  filets  saillants  et  transversaux; 
chez  le  P.  aureum  les  ascospores  sont  lisses,  tandis  que  chez  le 
P.  insigne  elles  sont  herissees  de  piquants  courts  et  emousses; 
chez  cette  derniere  espece  elles  sont  aussi  tres  grandes  (larges 
de  i6  a  20  ia).  Or,  je  suis  parvenu  a  decouvrir  une  cinquieme 
espece  formant  des  asques  et  qui  a  I'aspect  d'un  Gymnoascus^ 
surtout  du  Gymnoascus  flavus^),  abstraction  faite  de  la  fructifica- 
tion par  conidies,  qui  est  la  meme  que  chez  un  Penicillium  type, 
et  je  peux  essentiellement  confirmer  les  affirmations  devanTieg- 
hem  et  deZukal  relatives  a  la  place  du  genre  Penicil- 
lium dans  le  systeme,  pour  ce  qui  concerne  les  especes  qui 
developpent  des  asques  sans  formation  prealable  de  scleroties: 
Leur  place  naturelle  se  trouve  dans  la  famille  des 
GymnoasceeSj  a  cote  du  genre  Gymnoascus. 

Nous  arrivons  maintenant  a  la  question  de  savoir  ou  il  faut 
classer  les  autres  especes  rapportees  jusqu'ici  au  genre  Penicil- 
lium. La  marque  commune  a  toutes  les  especes,  c'est  I'appareil 
conidien;  mais  ce  caractere,  a  lui  seul,  ne  peut  etre  considere 
comme  suffisant  pour  reunir  les  especes  sous  un  meme  genre, 
quand  la  fructification  superieure :  la  formation  d'asques,  est  aussi 
differente  qu'elle  Test  dans  le  cas  present.  En  effet,  c'est  la 
fructification  superieure  a  laquelle  les  classificateurs  s'en  tiennent 
de  preference.  Tant  que  du  Penicillium  glaucum  on  ne  pourra 
pas  trouver  aussi  des  individus  capables  de  produire  des  asques 
sans   formation   prealable    de   scleroties,    il   faut   admettre  qu'ici 


couleur  des  vegetations  et  sur  di  verses  dimensions  mesurees.  On  peut  en  dire 
autant  du  » Prodrome  d'une  flore  mycologique  obtenue  par  la  culture  sur 
gelatine  preparee  de  la  terre  humeuse  du  Spanderswoud,  pres  de  Bussum« 
(Archives  neerlandaises  des  Sciences  exactes  et  naturelles,  Serie  2,  VII. 
(1901))  de  C.  A.  J.  A.  Oudemans  &  C.  J.  Koning.  Ici,  4  especes  nou- 
velles  sont  decrites  et  figurees :  mais  les  descriptions  sont  tres  sommaires, 
et  d'une  fructification  par  asques  il  n'est  rien  dit.  Consequemment,  il  est 
impossible  de  dire  si  parmi  tous  ces  types  de  Penicillium  il  se  trouve  des 
especes  formant  des  ascospores.  On  n'y  parle  non  plus  d'essais  de  culture 
a  cet  egard. 
^)  Alb.  Klocker,  Gymnoascus  flavus  n.  sp.  (Hedwigia,  XLI.  80.  (1902),  et 
Botanisk  Tidsskrift,   XXV.  49.   (1902)). 
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le  developpement  de  scleroties  est  absolument  ne- 
cessaire;  nous  ne  pouvons,  a  I'instar  de  van  Tieghem,  nous 
en  consoler  en  pensant  que  chez  certains  genres  de  champignons 
ce  developpement  peut,  dans  les  individus  d'une  meme  espece, 
tantot  faire  defaut,  tantot  se  produire;  il  est  impossible  d'en  faire 
abstraction;  la  consequence  en  serait  qu'alors  on  ne  pourrait  pas 
attribuer  a  la  formation  d'asques  non  plus  aucune  importance 
pour  la  classification,  attendu  qu'elle  a  precisement  une  grande 
tendance  a  faire  defaut. 

Le  Penicillium  glaucum  doit  done  jusqu'a  nouvel  ordre  con- 
stituer  un  genre  a  part  qui,  conformement  a  I'opinion  de  Bre- 
feld  et  v.  Tavel,  doit  se  ranger  sous  les  Perisporacees  et  a 
cote  des  Erysiphees  et  Tuberacees.  Par  contre,  les  autres 
especes  a  formation  d'asques  et  sans  developpement  de  scle- 
roties doivent,  comme  nous  I'avons  vu,  etre  rapportees  aux 
Gymnoascees.  Enfin,  quant  a  toutes  les  autres,  au  sujet  des- 
quelles  nous  ne  savons  pas  si  elles  forment  ou  non  des  asques, 
il  faut  provisoirement  les  compter  parmi  les  » Champignons  im- 
parfaits«  (Fungi  imperfecti),  jusqu'a  ce  qu'on  ait  decouvert  une 
fructification  superieure.  II  va  de  soi  que  la  meme  regie  s'ap- 
plique  aux  types  qui  ne  produisent  que  des  scleroties  sans 
donner  d'asques. 

L'etat  actuel  des  choses  ne  m'invite  pas  a  introduire  de 
nouveaux  noms  generiques.  Dans  le  cas  ou  de  nouvelles 
recherches  feront  voir  que  la  classification  que  je  viens  d'in- 
diquer  se  verifie  dans  son  ensemble,  ce  qu'il  y  aura  de  plus 
naturel  sera  de  garder  le  nom  generique  de  Penicillium  pour  les 
especes  classees  parmi  les  Fungi  imperfecti.  II  faudrait  alors 
donner  a  I'espece  traitee  par  Brefeld:  P.  glaucum,  un  nouveau 
nom  generique,  tandis  que  les  especes  qui  developpent  des  asques 
sans  formation  prealable  de  scleroties  et  que,  a  I'exemple  de 
Zukal,  je  compte  parmi  les  Gymnoascees,  devront  ou  consti- 
tuer  un  nouveau  genre  appartenant  a  cette  famille,  a  cote  du 
Gymnoascus,  ou  bien  simplement  etre  admises  dans  ce  genre. 
Je  garderai  pourtant  provisoirement  le  nom  de  Penicillium  pour 
I'espece  nouvelle  decouverte  par  moi  et  qui  va  etre  decrite.. 

Le  professeur  et  docteur  Wortman  n  de  Geisenheim  sur-Ie- 
Rhin,  dont  les  travaux  de  microbiologic  et  de  fermentation  du 
vin  sont  si  celebres,  a  englobe  dans  ses  etudes,  comme  on  I'a 
deja    dit,     le    traitement    des    rapports    du    Penicillium    au    vin. 
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D'apres  lui,  je  designerai    cette   nouvelle  espece  sous  le  nom  de 
Penicillium  Wortmanni. 

Je  I'ai  deja  plusieurs  fois  trouvee  dans  des  echantillons  de 
terre  pris  soit  en  Danemark,  soit  en  Italic,  soit  dans  I'Himalaya. 
J'en  ai  trouve  trois  ou  quatre  varietes  qui  dans  certains  sens  se 
comportent  un  peu  differcmment,  par  ex.  en  ce  qui  conccrne 
le  rapport  de  la  formation  de  conidics  a  cclle  des  asques;  mais 
dans  I'ensemble  il  y  a  concordance  entre  elles. 

Ces  varietes  ont  toutes  ete  trouvees  dans  d'epaisses  couches  de 
diverses  moisissures,  qui  se  formaient  quand  des  matras  renfermant 
un  melange  de  terre  et  de  mout  de  biere  ont  sejourne  assez 
longtemps.  Alors  on  y  a  vu  des  vegetations  de  mycelium  jaune 
mele  de  corpuscules  arrondis,  feutres,  qui  sont  les  amas  d'asques. 
En  general,  il  n'y  a  eu  en  meme  temps  aucune  formation  de 
conidies,  ou  bien  elle  a  ete  tres  faible,  et  la  premiere  fois  que 
j'ai  rencontre  cette  espece,  je  Tai  prise  immediatement  pour  le 
Gymnoascus  flavus  precedemment  decrit  par  moi,  ou  une  espece 
voisine.  Cependant,  en  Fisolant  et  la  cultivant  a  I'etat  de  purete 
dans  des  conditions  diverses,  je  suis  parvenu  a  susciter  a  vo- 
lonte  soit  une  vegetation  riche  en  conidies,  soit  une  vegetation 
presque  exclusivement  composee  de  mycelium  et  d'asques.  La 
premiere  se  produit  sur  d'epaisses  couches  de  mout  gelatinise, 
I'autre,  par  ex.,  par  ensemencement  dans  des  flacons  Freuden- 
reich  renfermant  de  minces  couches  de  mout  etendu.  J'ai,  en 
outre,  seme  les  ascospores  dans  une  chambre  humide  et  etudie 
leur  developpement  jusqu'a  formation  de  conidies.  Autant  a 
Toeil  nu  qu'au  microscope,  on  trouve  a  une  vegeta- 
tion exclusivement  composee  d'asques  et  de  myce- 
lium exactement  le  meme  aspect  qu'a  certaines 
especes  de  Gymnoascus.  Les  amas  d'asques  sont  entoures 
d'un  tissu  lache  d'hyphes  tout  a  fait  analogue  a  celui  qu'on 
rencontre  chez  les  Gymnoascus,  et  les  ascospores  ont  exactement 
la  meme  apparence  que  celles  du  G.  flavus.  L'unique  difference 
qui  reste,  est  done  que  le  P.  Wortmanni  a  la  vegetation  coni- 
dienne  typique  qui  est  propre  au  Penicillium  mais  absente  chez 
le  G.  flavus.  Dans  le  cas  de  cette  derniere  espece  on  voit 
simplement  apparaitre  de  temps  en  temps,  au  sein  meme  du 
liquide  qui  sert  de  milieu  de  culture,  des  conidies  un  peu 
oblongues  et  limpides  comme  I'eau,  et  ces  conidies  sont  dispo- 
sees    en    chapelets,    partant    de    branches    courtes,    qui    ont    de 
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I'analogie  avec  un  sterigme^).  D'apres  Wehmer,  les  asques 
n'apparaissent  pas  regulierement  chez  le  P.  luteum.  Je  peux 
pleinement  confirmer  ce  resultat.  En  effet,  soit  en  employant 
les  materiaux  fournis  dans  le  temps  a  notre  laboratoire  par  M, 
Zukal,  soit  en  me  servant  d'une  culture  due  a  M.  Wehmer 
(et  qui  nous  avait  ete  envoyee  par  le  laboratoire  de  M.Krai  de 
Prague),  je  n'ai  jamais  pu  obtenir  un  developpement  d'asques 
dans  cette  espece,  ni  meme  dans  les  conditions  ou  ces  organes 
se  produisent  facilement  chez  le  P.  Wortmanni.  Chez  cette  der- 
niere  espece,  en  effet,  il  en  est  tout  autrement.  Quand  on  en 
seme,  soit  des  conidies,  soit  des  ascospores,  dans  un  flacon 
Freudenreich  renfermant  une  mince  couche  (soit  six  gouttes)  de 
mout  de  biere  etendu,  et  qu'on  abandonne  cette  culture  a  un 
repos  quelque  pen  prolonge  (6  jours  ou  plus),  il  se  produit  une 
vegetation  jaune  ou  rougeatre  et  qui  se  compose  presque 
exclusivement  de  mycelium  et  d'amas  d'asques.  Une 
pareille  vegetation  se  produit  aussi  par  ensemencement  dans  une 
solution  de  saccharose  a  lO  %/  bien  qu'ici  elle  soit  de  beaucoup 
moins  developpee.  Par  contre,  si  Ton  veut  obtenir  une  abon- 
dante  vegetation  de  conidies,  sa  meilleure  production  a  lieu  sur 
une  epaisse  couche  de  moiit  gelatinise.  II  se  forme  ici  une 
couche  irreguliere  d'une  vegetation  mycelienne  avec  de  fortes 
depressions;  ordinairement,  la  partie  centrale  a  une  couleur  ver- 
datre  due  a  la  formation  de  conidies,  et  cette  partie  est  en- 
touree  d'une  ceinture  jaune.  Souvent  aussi,  les  appareils  coni- 
diens  sont  reunis  en  ceintures:  c'est  ce  qu'on  constate  generale- 
ment  par  ex.  quand  Tensemencement  se  fait  sous  forme  d'une 
culture  par  dissemination  sur  du  mout  gelatinise  renferme  dans 
des  boites  Petri.  On  voit  alors  que,  regie  generale,  le  centre  des 
vegetations  est  jaune;  puis  vient  une  bande  gris  verdatre  formee 
par  les  appareils  conidiens  et  entonree,  a  son  tour,  d'une  cein- 
ture de  mycelium  jaune.    La  couleur  jaune  passe  souvent  a  une 


^)    Voir  la  fig.  4  de  mon  memoire  precite  sur  le  Gymnoascus  flavus. 

Chez  cette  espece,  la  formation  de  conidies  rappelle  la  production  anormale 
de  conidies  qu'on  peut  rencontrer  assez  souvent  chez  certains  types  de  Peni- 
cillium.  II  n'est  pas  invraisemblable  que  le  G.  flavus  ait  eu  originairement 
une  vegetation  typique  de  conidies  (en  sorte  qu'il  aurait  ete  ce  que  nous 
appelons  Penicillium),  et  qu'il  I'ait.  perdu  avec  le  temps.  Par  consequent, 
tel  qu'il  est  maintenant,  il  ne  saurait  etre  classe  nulle  part  ailleurs  que  dans 
le  genre  Gymnoascus. 
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teinte  rougeatreatteignantl'orangee.  Si,  pourl'ensemencementd'une 
pareille  culture  par  dissemination,  Ton  prend  des  elements  copieux, 
de  fagon  que  les  taches  se  soudent  bientot  en  croissant,  la  masse 
mycelienne  tout  entiere  garde  ordinairement  sa  couleur  jaune 
ou  orangee,  parce  qu'alors  la  production  de  conidies  est  tres 
peu  abondante.    Sous  ce  rapport,  les  varietes  examinees  par  moi 

se  comportent  differem- 

ment;  car,  dans  les  con- 

11  ditions      en      question, 

W  quelques-unes      d'elles 

11  y^'  produisent    tres    facile- 

/l  \  x:^•^''''^"^  /••-..  ment    des    conidies,    et 

alors  la  vegetation  en- 
tiere prend  une  couleur 
gris  verdatre.  En  gene- 
ral, la  couleur  est  tres 
variable.  —  Sur  rnout 
gelatinise,  surtout  en 
couche  mince,  il  y  a 
souvent  aussi  formation 
d'asques. 

Du  reste,  pour  ca- 
racteriser  I'espece  qui 
m'occupe,  je  peux  ajou- 
ter  ceci: 

Le  mycelium, 
d'abord  blanc,  prend 
bientot  une  couleur 
jaune-soufre,  qui  parfois 
passe  ensuite  a  I'orange. 
La  surface  des  filaments 
myceliens  est  souvent  munie  de  grains  jaunes,  dont  la  matiere 
colorante  est  facilement  soluble  dans  I'alcool. 

Les  appareils  conidiens  varient  de  grandeur  selon  les 
milieux  nourriciers;  les  sterigmes  sont  ordinairement  longs  de 
9  a  13  M- 

Les  conidies  sont  ovoides  ou  rondes,  le  plus  frequemment 
longues  d'env.  2  //;  mais  on  en  rencontre  aussi  beaucoup  de 
plus  grandes,  gonflees.  L'entiere  masse  conidienne  est  de 
couleur     gris     verdatre,     plus    tard     d'un    beau    gris    clair. 


a 


w 


^■ittifitf^'' 


A 

<     s    1 


Fig.  I.  Penicillium  Wortmanni,  nova  species. 
a,  ascospores.  b,  asques  renfermant  de  jeunes 
ascospores.  c,  d,  ascospores  en  germination, 
c  montre  une  partie  de  I'exosporium  laquelle , 
apres  la  germination,  entoure  rendosporium. 
d,  I'exosporium  entier  detache.    Env.   ^^"^^/i. 
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Elles   germent    apres   gonflement,    en    emettant   un    ou   plusieurs 
tubes  germinatifs. 

Les  amas  d'asques  sont  jaunes  ou  rougeatres  et  en- 
toures  d'un  tissu  d'hyphes  peu  coherentes. 

Les  asques  sont  ronds,  ovoides  ou,  plus  rarement,  reni- 
formes  (fig.  I  b);  parfois,  leur  forme  est  tres  irreguliere.  Leur 
plus  long  diametre  est  de  8  a  13  //  (le  plus  frequemment  de 
10  ju  env.).  lis  renferment  8  ascospores  ovoides,  longues 
d'env.  4,6  jw  sur  env.  2,6  fi  de  largeur.  La  surface  des  spores 
presente  de  petites  vermes  plus  ou  moins  distinctes  (fig.  i,  a). 
Les  ascospores  sont  souvent  teintes  en  jaune  par  une  substance 
colorante  soluble  dans  I'alcool. 

Les  ascospores  (en  tout  cas  les  anciennes)  affectent  ce 
mode  de  germination  que  I'exosporium  eclate  et  que  I'endo- 
sporium,  avec  son  contenu,  developpe  un  ou  plusieurs  tubes 
germinatifs.  On  voit  souvent,  apres  germination,  I'exosporium 
eclate  entourer  partiellement  I'endosporium  (fig.  i ,  c).  C'est 
seulement  par  exception  que  I'exosporium  tout  entier  se  ren- 
verse  et  reste  aux  cotes  de  la  spore  germee ;  alors  on  n'y  voit 
aucune  ouverture  (fig.  i,  d),  de  meme  que  je  I'ai  aussi  observe 
dans  la  germination  des  spores  chez  le  Gymnoascus  flavus  (voir 
I'endroit  cite);  d'apres  Wehmer,  il  en  est  toujours  ainsi  du 
P.  luteum. 

En  croissant  sur  mout  gelatinise,  le  Penicillium  Wortmanni 
liquefie  ce  milieu. 

Le  nouveau  Penicillium  se  rapproche  a  plusieurs  egards  du 
P.  luteum.  II  s'en  distingue  d'abord  par  ses  ascospores,  dont 
la  surface  est  pleine  de  vermes,  tandis  que  chez  le  P. 
luteum  elles  sont  munies  de  3  ou  4  filets  transversaux.  De 
plus,  les  vegetations  du  P.  Wortmanni  sur  une  epaisse  couche 
de  mout  gelatinise  affectent  des  formes  tres  irreguliere s,  et 
sont  fortement  plissees,  surtout  fortement  deprimees  au 
centre,  tandis  que  chez  le  P.  luteum  elles  sont  circulaires  et 
presentent  une  surface  tout  a  fait  egale,  sur  laquelle  il  apparait 
bientot  des  gouttes  brunes  de  mout  gelatinise  liquide,  pheno- 
mene  que  j'ai  constamment  observe  chez  cette  espece,  mais  ja- 
mais chez  le  P.  Wortmanni.  En  ensemengant  cette  derniere  espece 
sur  une  mince  couche  de  mout  de  biere  etendu,  renfermee  dans 
des  flacons  Freudenreich,  il  se  produit  une  vegetation  jaune  de 
mycelium    et  d'asques;    par    contre,    le  P.  luteum    ne  donne  pas 
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d'asques   dans    ces    conditions,    mais  des  vegetations  de  conidies 
vertes   ga  et  la  dans  le  mycelium  jaune. 

II  ressort  done  de  ce  qui  precede  que  le  P.  Wortmanni^) 
est  une  espece  bien  definie  et  qui  presente  un  certain  interet 
non  seulement  en  raison  de  son  extraordinaire  aptitude  a  donner 
des  ascospores,  mais  encore  par  le  service  qu'il  rend  en  met- 
tant  a  meme  d'assigner  aux  especes  classees  jusqu'ici  sous  le 
nom  generique  de  Penicillium,  les  places  qu'elles  doivent  occuper 
dans  le  systeme. 

Aout  iQoj. 


^)    Notre   laboratoire    a  fourni    une    culture    de    cette  espece  a  celui  de  M.  Krai 
de  Prague. 


NOUVEAU  GENRE 
DE  LA  FAMILLE  DES  SACCHAROMYCETES. 

PAR 

H.  SCHIONNING 


DURANT  le  printemps  de  1902,  M.  le  professeiir  E.  Chr. 
Hansen,  ayant  pris  un  echantillon  de  terre  a  un  talus 
gazonne  entre  le  Hospenthal  et  le  defile  du  Saint-Gothard,  I'en- 
voya  a  notre  laboratoire  de  Carlsberg  pour  le  faire  analyser. 
J'y  trouvai  une  levure  nouvelle,  ou  des  recherches  plus  amples  firent 
constater  des  caracteres  qui  I'excluent  du  genre  Saccharomyces, 
mais  lui  font  reconnaitre  le  titre  de  representant  d'un  nouveau 
genre  en  dedans  de  la  famille  des  Saccharomycetes.  Ce  nouveau 
genre  a  regu  de  moi  la  denomination  de  Saccharomycopsis, 
et  a  la  nouvelle  espece  decrite  plus  loin,  j'ai  donne  le  nom  de 
Saccharomycopsis  capsularis.  Je  reviendrai  plus  tard  sur 
ce  point  pour  mieux  motiver  le  choix  de  cette  denomination. 

En  analysant  le  susdit  echantillon  de  terre,  on  a  fait  une 
culture  par  dissemination  dans  du  mout  gelatinise,  afin  de  mieux 
separer  les  uns  des  autres  les  differents  organismes  presents. 
Parmi  les  colonies  qui  se  developperent,  quelques-unes  se  sont 
attire  I'attention  par  leur  singuliere  apparence;  car  celles  qui 
depassaient  la  surface  de  la  gelatine,  avaient  I'air  legerement 
velues.  Le  microscope  revela  dans  cette  colonic  un  melange  de 
mycelium  et  de  cellules  de  levure.  On  prit  pour  point  de  de- 
part une  de  ces  colonies  pour  cultiver  par  cellule  unique  en 
chambre  humide  sur  mout  gelatinise  d'apres  la  methode  de  cul- 
ture pure  indiquee  par  Hansen.  En  transportant  sur  du  mout 
de  biere  cette  culture  pure,  on  vit  bientot  ce  mout  fermenter, 
et  la  vegetation  de  levure  de  depot  qui  venait  de  se  former 
ainsi,  servit  a  une  culture  ordinaire  sur  bloc  de  platre,  d'oii  Ton 
eut  quelques  spores.     L'ensemble   de   sa   maniere   caracteristique 
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de  croitre  sur  mout  et  la  structure  non  moins  remarquable  de 
ses  spores,  me  rendirent  aussitot  evident  que  j'avais  trouve  la 
un  champignon  de  levure  digne  d'attention  et  jusqu'ici  inobserve: 
j'en  poursuivis  done  I'etude  plus  minutieuse,  et  ce  qui  suit  men- 
tionnera  le  resultat  de  ces  recherches. 

Concurremment  a  la  culture  pure  susdite  tiree  d'une  seule 
cellule  vegetative,  j'employai  une  culture  provenant  d'une  spore 
unique;  les  resultats  furent  les  memes.  Si  Ton  introduit  une 
telle  culture  pure  dans  un  matras  avec  du  mout  et  I'expose  a 
une  temperature   favorable,    par   exemple   25  ^  C,    elle   se    deve- 

loppe  rapidement.  En  un 
jour  il  se  forme  un  depot 
de  levure  dans  le  matras,  et 
le  mout  entre  peu  a  peu  en 
fermentation.  En  examinant 
au  microscope  cette  levure 
de  depot,  on  la  trouve  com- 
posee  d'une  vegetation  de 
levure  typique  de  cellules 
bourgeonnantes,  qui  different 
de  formes  et  de  grandeur. 
On  en  voit  d'ellipsoides  et 
d'ovoides;  on  voit  aussi  des 
cellules  rappelant  les  Saccha- 
romyces  Pastorianus,  et  Ton 
pourrait  presque  y  voir  une  levure  appartenant  a  ce  groupe. 
Nombre  d'entre  elles  sont  un  peu  en  pointe,  soit  en  un  bout, 
soit  des  deux,  comme  le  montre  fig.  i  ^).  On  trouve  aussi,  mais 
rarement,  des  cellules  allongees  et  cloisonnees.  Dans  le  cours  de 
la  deuxieme  journee,  il  commence  a  ce  former  a  la  surface  du 
mout  de  petits  voiles  formant  ilots.  L'examen  microscopique  de 
ce  voile  lui  fait  trouver  un  aspect  tout  autre  qu'a  la  levure  de 
depot;  car  elle  se  compose  soit  d'un  mycelium  typique  a  rami- 
fication et  cloisons,  soit  d'un  mycelium  qui  developpe  des  bour- 
geons; ou  encore  d'un  mycelium  qui  se  scinde  suivant  les  cloi- 
sons et  s'arrondit  en  articles  ronds  ou  bien  analogues  al'Oidium; 
ou  enfin  Ton   voit   de    longues   fils    de   cellules   de    levure    bour- 
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Fig.  I. 
Vegetation  de  levure  de  depot  en  mout  de 
biere,   au  bout  de  i  jour  a  une  temperature 
de  25"  C.    500/^. 


^)  Les    figures   ont   eie    dessinees    d'apres    des  photographies  faites  au  moyen  de 
I'appareil  microphotographique  Zeiss  du  laboratoire  de  Carlsberg. 
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geonnantes.  La  levure  de  depot  peut  aussi  au  bout  de  2  jours 
presenter  quelques  formations  myceliennes  et  de  longues  cellules 
avec  des  cloisons;  du  reste,  son  aspect  au  microscope  est  essen- 
tiellement  le  meme  qu'au  bout  du  premier  jour.  Si  le  repos  se 
prolonge,  un  voile  se  formera  et  couvrira  toute  la  surface  du 
moiit,  frequemment  etendu  sur  de  grosses  bulles  d'ecume^qui 
rendent  le  voile  fortement  inegal.    Si   la  culture  est  laissee  com- 
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Fig.   2. 
Vegetation  prise  a  un  ilot  de  voile  en  mout  au  bout  de  2  jours,  a  25  ^  C.   ^*''^/i 


pletement  en  repos^  cette  formation  superficielle  epaissit  souvent 
avec  le  temps  et  forme  a  la  surface  un  tapis  epais,  tres 
inegal,  sec  et  blanc,  legerement  veloute,  compose  d'un 
melange  de  mycelium  et  de  cellules  de  levure.  Ce  mycelium  peut 
aussi  developper  des  cellules  de  levure  et,  de  plus,  il  y  a  beaucoup 
de  filaments  de  mycelium  qui  par  etranglement  donnent  des  articles 
plus  independants.  Cest  surtout  dans  les  cultures  en  flacons  Freu- 
denreich  que  la  formation  superficielle  au  repos  peut  acquerir  une 
tres  grande  epaisseur;   ainsi  au  bout  d'un  mois  et  a  la  temperature 
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ordinaire  du  laboratoire,  une  culture  en  mout  de  biere  dans  un 
tel  flacon  donna  une  couche  epaisse  de  20  mm.  Si  le  repos  se 
prolonge  encore,  cette  vegetation  superficielle  donne  quelques 
spores.     On  dira  plus  tard  comment  se  forment  ces  spores. 

Si  Ton  infecte  de  I'eau  de  levure  ordinaire  dans  un  flacon 
Freudenreich  avec  un  peu  d'un  voile  forme  sur  du  mout  et  qu'une 
fois  ou  deux  on  rafraichisse  a  I'aide  du  meme  liquide  nutritif  la 
vegetation  qui  s'est  developpee,  on  constatera  au  bout  d'un  jour 
d'abandon  a  25  ^  C.  revolution  de  colonies  microscopiques  de 
mycelium.  Le  microscope  les  presentera  comme  un  ample 
developpement  de  mycelium  typique,  ramifie,  et  cloisonne. 
Nombre  des  filaments  donnent  par  etranglement,  bien  que  gene- 
ralement  en  petit  nombre,  des  cellules  de  levure,  Au  bout  de 
2  jours,  on  voit,  a  la  surface,  des  voiles  en  ilots  blancs  et  velus, 
composes  de  mycelium,  oi^i  quelques-uns  des  filaments  detachent 
des  cellules  de  levure  par  etranglement.  Si  le  repos  dure  3  ou 
4  jours,  la  surface  entiere  se  couvrira  d'une  formation  assez  forte 
et  coherente  de  mycelium,  qui  flotte  a  la  surface  du  liquide  et 
la  herisse  d'ilots  sees,  blancs  et  inegaux,  ayant  un  aspect  legere- 
ment  veloute.  Une  vegetation  de  surface  preparee  pour  le  micro- 
scope s'y  est  montree  comme  mycelium  typique  fortement  deve- 
loppe  et  a  nombreuses  cloisons.  En  pareil  cas  on  constate  egale- 
ment  que  surtout  les  bouts  des  filaments  se  scindent  en  cellules, 
qui  s'arrondissent  de  maniere  a  assumer  la  forme  spherique  ou 
d'Oidium.  Ces  cellules  resultent  sbit  d'etranglement,  soit  de 
scission,  soit  des  deux;  on  en  voit  aussi  qui  naissent  d'un 
simple  bourgeonnement.  En  meme  temps  que  ces  cellules  se 
forment,  elles  se  gonflent.  Elles  ont  Fair  tres  vigoureuses  et 
sont  pleines  d'un  plasma  granule  fortement  refringent.  Les  fila- 
ments myceliens,  eux  aussi,  font  voir  des  articles  plus  ou  moins 
gonfles  et  remplis  du  meme  plasma  tres  refringent.  Ajoute  a  la 
preparation,  un  peu  d'une  solution  etendue  d'iodure  de  potas- 
sium iode,  teint  ces  cellules  plasmatiques  plus  forte- 
ment que  le  reste  du  mycelium  et  que  les  cellules  ordinaires 
de  levure,  donnant  aux  premieres  une  couleur  jaune  grisatre 
marquee,  tandis  que  le  reste  de  la  vegetation  n'est  pour  ainsi 
dire  pas  colore.  Un  repos  plus  prolonge  fait  produire  des  spores 
a  ces  cellules  plasmatiques,  et  plus  on  approche  de  cette  phase 
qui  donne  les  spores,  plus  leur  coloration  par  I'addition  d'iode 
sera  intense.     Lorsque    la    culture    a    repose    quelque    5   jours    a 
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25  ^  C,  I'analyse  y  montre  beaucoup  desdites  cellules  en  voie 
de  donner  des  spores  ou  les  ayant  toutes  developpees,  et  durant 
les  journees  suivantes  cette  formation  de  spores  augmentera 
beaucoup,  et  alors  nous  aurons  un  abondant  developpement. 
La  spore,  elle  aussi,  est  teinte  en  jaune  par  I'iode.  Aux  diverses 
phases  de  revolution,  on  a  ajoute  de  I'iodure  de  potassium 
iode    en    dilution    sans    jamais    observer   la   coloration   en    rouge 
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Fig.  3- 
Vegetations  de  spores,  a,  d'une  culture  sur  eau  de  levure ;  b,  d'une 
culture  sur  eau  de  levure  gelatinisee  et  additionnee  d'agar;  c,  d'une  cul- 
ture sur  eau  de  levure.  Ici,  une  spore  germee  a  forme,  en  croissant,  un 
filament  mycelien,  dans  1' article  terminal  duquel  de  nouvelles  spores 
vlennent  de  se  produire.    ^°°/i. 


brun  qui  caracterise  le  glycogene.  Ce  n'est  pas  simplement  dans 
les  cellules  de  la  surface  que  se  forment  les  spores;  on  les  re- 
trouve  aussi,  mais  naturellement  en  moindre  abondance,  dans 
le  liquide  nutritif  meme.  On  trouve  presque  constamment  4 
spores  en  chaque  asque.  De  temps  a  autre,  on  peut  y  en 
trouver  un  nombre  moindre;  mais  en  beaucoup  de  ces  cas  on 
verra  que  les  spores  en  apparence  manquantes  sont  presentes  a 
I'etat  rudimentaire.  Je  n'en  ai  jamais  compte  plus  de  quatre 
dans  un  asque.  En  general,  la  formation  des  spores  commence 
dans  les  cellules  les  plus  rapprochees  de  I'extremite  libre  du 
filament,  et  meme  tres  souvent  dans  la  plus  exterieure,  pour 
avancer  de  plus  en  plus  vers  le  centre.  On  peut  meme  rencontrer 
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des  articles  munis  de  spores  jusquau  coeur  de  la  masse  myce- 
lienne.  Les  parois  de  la  cellule  mere  s'effacent  assez  rapide- 
ment,  laissant  les  spores  libres;  le  plus  souvent  elles  restent 
groupees  quatre  a  quatre. 

Si  dans  une  goutte  d'acide  sulfurique  un  peu  fort  Ton 
introduit  un  peu  de  cette  abondante  vegetation  de  spores,  la 
presque  totalite  du  mycelium  et  des  cellules  de  levure  s'y  dis- 
solvent, surtout  si  I'acide  est  concentre,  et  il  ne  reste  que  les 
spores.  Elles  ont  subi  une  legere  diminution  de  volume;  mais 
leur  forme  souffre  remarquablement  peu  de  ce  traitement;  c'est 
I'inverse  de  ce  que  j'ai  obtenu  d'autres  champignons  de  levure 
et,  chose  a  remarquer,  la  petite  masse  de  spores  en  contact 
avec  I'acide  sulfurique  prend  une  belle  couleur  rose  bien 
accentuee.  Ce  ton  ressort  d'autant  mieux  que  I'acide  est  plus 
fort.  En  ajoutant  a  une  culture  a  spores  sur  eau  de  levure  ren- 
fermee  dans  un  flacon  Freudenreich  un  peu  d'acide  sulfurique 
concentre,  soit  par  ex.  ^/5  du  volume  de  cette  eau,  nous  obtien- 
drons,  en  secouant,  un  fort  degagement  d'air,  qui  soulevera  les 
parties  de  vegetation  non  dissoutes  par  I'acide  sulfurique,  c'est-a- 
dire  les  spores;  celles-ci,  arrivees  a  la  surface,  y  resteront  en  pe- 
tits  grumeaux  roses,  et  regagneront  le  fond  des  que  le  degagement 
d'air  cessera.  Ce  depot  rouge  garde  longtemps  sa  couleur  sans 
alteration ;  on  I'a  meme  constatee  six  mois  apres.  Le  lavage  a 
I'eau  d'un  grumeau  de  spores  colore  par  I'acide  sulfurique,  fait 
disparaitre  la  couleur;  mais  celle-ci  revient  par  le  traitement  a 
I'acide.  La  reaction  est  aussi  franche  dans  les  cultures  anciennes 
(i  an)  a  spores  que  dans  les  nouvelles.  Elle  est  de  toute  beaute 
surtout  quand  on  prend  une  culture  a  spores  sur  eau  de  levure 
gelatinisee  et  principalement  sur  ce  substratum  additionne  d'agar, 
ces  milieux  favorisant  beaucoup  la  croissance  de  ce  champi- 
gnon; il  donne  alors  surabondance  de  spores.  En  faisant  la  cul- 
ture, dans  un  flacon  Freudenreich,  par  raies  sur  une  couche  in- 
clinee  de  I'un  des  milieux  susdits,  et  versant  sur  la  vegetation 
qui  se  produit  ici  un  peu  d'acide  sulfurique  concentre,  elle 
prend  une  magnifique  couleur  rose  qui  tire  un  peu  sur  le 
bleu.  En  general,  toutes  les  cultures  riches  en  spores  donnent 
cette  reaction  chromatique;  telles  aussi  les  cultures  sur  pain  ou 
riz.  En  regardant  au  microscope  les  spores  traitees  par  I'acide, 
on  verra  que  dans  celles  qui  restent  isolees  dans  la  preparation 
la    teinte   s'est   seulement   foncee,    tandis    que    dans    les    endroits 
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oil  les  spores  se  sont  agglomerees  la  teinte  rouge  est  manifeste. 
On  a  la  meme  reaction  coloree  que  ci-dessus  par  les  acides 
nitrique,  chlorhydrique  et  fluorhydrique  concentres. 

La  grande  resistance  dont  les  spores  font  preuve  en  face 
des  acides  concentres,  est  certainement  unique  parmi  les  cham- 
pignons de  levure.  Beaucoup  de  cultures  riches  en  spores  et 
appartenant  a  diverses  especes  de  Saccharomyces  typiques  ainsi 
qu'au  Schizosaccharomyces  octosporus,  ont  ete  essayees  avec 
de  I'acide  sulfurique  concentre,  dans  un  but  de  comparaison, 
mais  aucune  n'echappe  a  ce  resultat  que  soit  la  cellule  vegeta- 
tive soit  la  spore  ont  ete  fortement  attaquees  ou  meme  entiere- 
ment  dissoutes  par  le  traitement  a  I'acide.  Ici  il  n'est  pas 
question  de  coloration  en  rouge  ^). 

Si,  choisissant  une  culture  riche  en  spores,  par  ex.  sur  eau 
de  levure,  on  en  fait  une  preparation  ordinaire  a  I'eau,  et  qu'on 
arrete  specialement  son  attention  sur  les  spores  detachees,  isolees, 
dont  la  plupart  apparaissent  rondes,  tandis  que  I'aspect  des  au- 
tres  tend  plus  a  la  forme  ovale,  un  examen  plus  approfondi  de 
ces  dernieres  revelera  en  beaucoup  d'entre  elles  une  ligne 
transversale  fine  qui  partage  la  spore  ovale  en  deux  parties 
generalement  inegales;  on  ne  voit  rien  de  tel  sur  les  spores  rondes. 
L'addition  d'un  peu  d'iodure  de  potassium  iode  en  dilution, 
rend  cette  ligne  un  peu  plus  manifeste.  En  refaisant  cette  opera- 
tion, mais  avec  une  goutte  de  liquide  plus  grosse  pour  y  per- 
mettre  une  circulation  facile  des  spores  ainsi  mises  en  mouve- 
ment,  on  constate  cette  ligne  sur  toutes  les  spores  vues  de 
profil,  ligne  fine  qui  parait  claire  ou  sombre  suivant  la  mise  au 
point,  et  qui  fait  le  tour  de  la  spore.  C'est  par  exception  qu'elle 
en  occupe  le  milieu :  en  general,  elle  divise  la  spore  en  un  gros 


^)  Outre  les  levures  susmentionnees,  on  a  egalement  examine  I'influence  de 
I'acide  sulfurique  concentre  sur  diverses  moisissures,  telles  des  vegetations 
des  Penicillium  Wortmanni,  Gymnoascus  flavus,  Anixiopsis  stercoraria,  Asper- 
gillus glaucus  et  Sterigmatocystis  nidulans.  Toutes  ces  vegetations  presen- 
taient  une  abondante  fructification  par  asques.  Les  vegetations  des  deux 
premieres  especes  furent  entierement  dissoutes  par  I'acide,  tandis  que  pour 
les  trois  dernieres  les  ascospores  echappaient  a  son  action  dissolvante.  D'autre 
part,  tandis  que  chez  1' Anixiopsis  stercoraria  et  1' Aspergillus  glaucus  ces  or- 
ganes  sont  demeures  incolores,  chez  le  Sterigmatocystis  nidulans  ils  ont  pris 
une  couleur  violette  tirant  sur  le  bleu,  ce  qui  constitue  done  une  nou 
velle  reaction  chromatique. 


no 

segment  et  un  petit,  et  si,  dans  la  premiere  preparation,  cette 
ligne  n'est  pas  visible  sur  la  plupart  des  spores  —  surtout  celles 
qui  paraissent  rondes  — ,  la  raison  en  est  simplement  que  d'ordi- 
naire  la  spore  cherche  a  occuper  dans  la  preparation  une  posi- 
tion telle  que  le  plan  de  cette  ligne  annulaire  soit  horizontal, 
ce  qui  la  fait  coincider  avec  le  contour  de  la  spore,  cette  der- 
niere  ayant  une  partie  plus  lourde.  Vue  de  dessus,  I'ascospore 
parait  done  circulaire,  et  son  profil  est  plutot  oval,  comme  celui 
d'une  boule  un  peu  aplatie. 

Or,    que  signifie    cette   ligne  annulaire?    Pour   resoudre  cette 
question.  Ton  a  commence  par  essayer  de  faire  germer  la  spore, 

chose  facile  si  Ton  seme  en  mout  de 
biere  des  spores  mures  dans  une 
chambre  Ranvier.  Si  arme  d'un  micro- 
scope on  surveille  la  germination  dans 
cette  chambre  a  la  temperature  du 
laboratoire,  surtout  en  notant  les  spores 
dont  le  profil  montre  la  transversale 
mentionnee,    on    verra    des    la    4*^    ou 

Fig.  4.  ^     ,  .         1  '        1 

c  r  .    .    ,..  6"  heure  ecoulee,  les  spores  qui  com- 

opores.    a,  formes  irregulieres.  '  ^  ^ 

looo/j  mencent    a   gonfler,    la    membrane    se 

rompant  alors  suivant  cette  ligne.  La 
spore  est  a  double  parol  et  par  consequent  munie  d'un 
exosporium  et  dun  endosporium.  Lexosporium  se 
compose  de  deux  valvules  generalement  inegales, 
qui  s'appliquent  I'une  contre  Tautre  suivant  une  su- 
ture, qui  le  plus  souvent  a  I'aspect  d'une  ligne  fine,  bien  qu'en 
certains  cas  elle  puisse  aussi  affecter  la  forme  d'une  nervure 
faisant  le  tour  de  la  spore.  En  d'autres  cas,  la  seule  distinction 
des  deux  valvules  de  I'exosporium  est  que  sous  un  certain  jour 
la  spore  presente  une  moitie  sombre  et  I'autre  claire  (fig.  4  b). 
La  germination  dechire  I'exosporium  de  la  spore 
suivant  la  suture.  Ordinairement  les  deux  valvules  restent 
unies  en  un  point,  imitant  les  deux  valves  dune  coquille  de 
moule,  autour  de  la  cellule  gonflee.  Peu  apres.  Ion  apergoit  sur 
celle-ci  un  petit  bourgeon  qui  se  forme  et  en  quelques  heures 
atteint  des  dimensions  et  pousse  lui-meme  de  nouveaux 
bourgeons;  la  spore  elle-meme  peut  aussi  en  emettre  plu- 
sieurs.  Si  Ton  suit  ainsi  la  germination  des  spores  dans  la  pre- 
paration au  mout,    on  verra  qu'elle  procede  par  bourgeonnement 
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ordinaire,  comme  le  montre   la  fig.   5-     L'exosporium  reste  long- 
temps  fixe  sur  la  spore  bourgeonnante. 

Mures  et  completenient  developpees,  les  spores  sont  pleines 
d'un  plasma  homogene,  fortement  refringent,  ou  I'on  voit  habi- 
tuellement  un  ou  plusieurs  grains  encore  plus  refringents.  De 
grandeur  tres  variable,  elles  peuvent  avoir  un  diametre  maximum 
d'environ  5  a  6V2  i^;  mais  d'ailleurs  on  peut  trouver  des  spores 
d'un  diametre  entre  3V2  et  8  /^.  L'ensemble  de  la  forme  est 
assez  regulier;  mais  de 
temps  a  autre  on  peut  ren- 
contrer  des  spores  d'aspect 
un  peu  irregulier,  comme 
on  le  voit  en  fig.  4,  a.  Les 
types  reproduits  ici  peuvent 
se  rencontrer  dans  toutes 
les  cultures;  mais  c'est  sur- 
tout  dans  les  cultures  sur 
blocs  de  platre  qu'on  les  a 
trouves  frequemment.  Un 
traitement  special  fait  con- 
stater  que  chez  quelques- 
unes    la    suture    occupe    le 

bord  du  cote  plat,  tandis  que  dans  d'autres,  meme  apres  due 
preparation,  cette  suture  est  invisible,  bien  qu'on  ne  puisse 
pas  douter  qu'elle  existe  reellement.  En  somme,  il  n'est  pas 
toujours  aise  de  voir  cette  formation,  surtout  tant  que  la  spore 
est  encore  dans  I'asque.  Pour  bien  I'etudier,  ce  qu'il  y  a  de 
mieux  a  faire  est  de  partir  d'une  culture  sur  un  substratum 
contenant  de  I'eau  de  levure.  Dans  les  cas  ou  la  suture  des 
spores  s'apergoit  nettement  pendant  qu'elles  sont  encore  dans 
leurs  asques,  on  a  constate  que  la  position  de  telle  ou  telle 
spore  par  rapport  aux  autres  dans  la  cellule  mere  est  assez 
fortuite  et  depend  en  partie  de  la  forme  de  cette  derniere. 

La  structure  de  la  spore  peut  aussi  etre  observee  d'une  ma- 
niere  autre  que  celle  ci-dessus  indiquee.  Ainsi,  en  faisant  une 
preparation  de  culture  a  spores  dans  une  goutte  d'acide  sulfu- 
rique  concentre,  I'observateur  au  microscope  distmguera  tres 
nettement  la  suture,  surtout  s'il  coude  son  instrument  horizon- 
talement.  La  preparation  sera  le  theatre  d'une  certaine  circula- 
tion,   qui   fera   voir   telle   spore   de  difterents  cotes  et,    comme  le 


Fig.   5. 
Spore    en    germination   en    chambre  Ranvier 
avec    du    moiit   de    biere,    a   la    temperature 
ordinaire  du  laboratoire.     a"    au  bout  de  2, 
a'"  au  bout  de  4,  a""  au  bout  de  9  heures. 
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plan  de  la  suture  de  la  spore  se  place  volontiers  horizontale- 
ment,  on  y  gagne  precisement  une  chance  de  bien  voir  de 
profil  cette  formation.  En  baissant  avec  precaution  le  tube 
du  microscope  de  maniere  a  I'appuyer  legerement  contre  le 
couvre-objet,  on  peut  obtenir  que  dans  la  preparation  en  question 
I'exosporium  de  la  spore  se  partage  suivant  la  suture.  Les  deux 
valvules  de  cet  exosporium  se  placent  alors  comme  les  deux 
valves  d'une  coquille  de  moule  se  tenant  par  la  charniere,  ou 
separees  Tune  de  I'autre  si  la  pression  a  ete  trop  forte.  On  n'a 
rien  constate  dans  la  cellule;  son  contenu  a  du  etre  dissous  par 
I'acide.  En  traitant  par  I'acide  sulfurique,  on  notera  egalement 
que  I'une  des  valvules  de  I'exosporium,  la  plus  grande,  est  aussi 
la  plus  epaisse.  Le  maximum  d'epaisseur  ainsi  constate  dans 
la  parol  de  I'exosporium,  a  ete  d'environ  i  /^.  Si  une  spore  n'a 
pas  ete  traitee  par  le  susdit  acide,  on  ne  peut  pas  la  faire  eclore 
par  pression  suivant  la  suture.  Soumise  a  cette  pression,  elle 
se  delayera  simplement,  sans  aucune  separation  en  exosporium 
et  endosporium. 

C'est  done  I'exosporium  que  le  traitement  par  I'acide  sul- 
furique teint  en  rouge.  Je  n'ai  decouvert  nulle  part  de  mention 
relative  a  cette  reaction  sur  les  spores  de  champignons;  en  tout 
cas,  jamais  encore  on  ne  I'a  observee  chez  les  champignons  de 
levures.  Par  contre,  on  I'a  observee  chez  beaucoup  de  spores 
d'autres  plantes  et  de  grains  de  pollen^).  La  reaction  colorante 
est  attribuee  a  ce  que  ces  organes  seraient  pourvus  d'une  mem- 
brane cutinisee,  insoluble  dans  I'acide  concentre,  et  ce  se- 
rait  ainsi  cette  membrane  que  I'acide  colorerait  en  rouge. 

Ce  qui  precede  permet  d'admettre  que  dans  mon  espece 
de  levure  I'exosporium  des  spores  contient  une  sub- 
stance suberisee.  Nombre  d'autres  reactions  viennent  encore 
corroborer  cette  hypothese.  Ainsi  les  spores  sont  colorees  en 
brun  jaunatre  par  I'iode  joint  a  I'acide  sulfurique  etendu  et  de 
meme  par  le  chlorure  de  zinc  iode ;  dans  I'acide  chromique  concen- 
tre elles  ne  se  dissolvent  qu'apres  y  avoir  sejourne  quelque  temps, 
et  elles  sont  insolubles  dans  un  liquide  cupro-ammoniacal;  quand 
on  les  chauffe  dans  une  forte  lessive  de  potasse,  on  a  une  reac- 
j;ion  qui  colore  fortement  en  jaune. 


1)  J.  Sachs,   Lehrbuch  der  Botanik,    1873,   P-   35   et  36. 

W.  Behrens,   Hilfsbuch  zur  Ausfiihrung  mikroskopischer  Untersuchungen  im 
botanischen  Laboratorium,    1883,   p.   297. 
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La  presence  de  cette  membrane  cutinisee  met  la  spore  en 
etat  de  bien  resister  a  I'influence  des  agents  exterieurs,  tels  que 
I'humidite,  la  dessiccation,  la  putrefaction,  etc. 

Les  experiences  faites  en  chambre  humide  sur  la  germina- 
tion des  spores  meritent  une  plus  ample  mention.  Ainsi,  en 
semant  sur  mout  de  biere  dans  une  chambre  Ranvier  quelques 
spores,  qu'il  vaut  mieux  tenir  separees,  tout  au  plus  en  groupes 
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Fig.  6. 

Des    spores    en   germination,     a'  au    bout   de    24   heures,    a"   au  bout  de 

42  heures  sur  mout ;   b'  au  bout  de  24  heures,  b"  au  bout  de  42  heures 

sur  eau  de  levure.     Temperature  ordinaire  du  laboratoire.     ^°Vi 

de  quatre,  et  maintenant  la  chambre  a  la  temperature  du  labora- 
toire, on  verra  qu'en  4  ou  6  heures  la  plupart  des  spores  debu- 
teront  par  germer,  par  voie  de  gonflement  et  eclatant  Texo- 
sporium  en  deux  parties,  puis  pousseront  des  bourgeons.  Du- 
rant  les  heures  suivantes,  ce  bourgeonnement  se  poursuit  tres 
activement  (fig.  6,  a').  Toutefois,  on  notera  que  pendant  la 
deuxieme  journee,  si  les  cellules  de  levure  continuent  a  croitre, 
c'est  par  ce  que  chaque  cellule  a  part  elle  s'etend  de  plus  en 
plus  en  longueur,  c'est-a-dire  assume  la  forme  de  filament  my- 
celien  et  se  cloisonne;  en  d'autres  termes,  la  tendance  de- 
vient  alors  de  former  un  mycelium,  et  les  spores  qui  alors  seule- 
ment  commencent  a  germer,  vont  le  faire  de  cette  meme  ma- 
niere;    elles   pousseront   d'abord    un  petit   bourgeon,  qui  va  s'al- 
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longer  et  former  un  long  fil,  d'oii  peuvent  partir  des  branches 
laterales,  et  qui  se  cloisonnent.  Toutefois,  ces  fils  de  myce- 
lium peuvent  souvent  pousser  sur  les  cotes  des  cellules  de  le- 
vure.  En  general,  le  mode  d'evolution  est  comme  ci-dessus, 
mais  on  n'en  pourra  pas  moins  voir  nombre  de  spores  en  ger- 
mination qui  pendant  quelque  temps  encore  continueront  a  pousser 
de  vrais  bourgeons,  ou  bien  il  pourra  encore  se  faire  que  la 
propagation  ait  lieu  de  Tune  et  I'autre  maniere  (fig.  6,  a*'). 
On  n'a  jamais  observe  de  formation  vraie  de  tubes  germinatifs 
dans  la  germination  de  spores  appartenant  a  la  levure  en  ques- 
tion. Si  la  culture  sejourne  plus  longtemps,  les  long  fils  de  my- 
celium cloisonnes,  et  surtout  ceux  des  colonies  les  plus  rap- 
prochees  des  bords  de  la  chambre  Ranvier,  c'est-a-dire  la  oii 
I'air  a  le  meilleur  acces,  se  diviseront  en  grandes  cellules  rondes, 
et  le  mycelium  tendra  a  se  scinder  suivant  les  cloisons  en  ar- 
ticles plus  independants,  ressemblant  un  peu  a  ceux  de  I'Oidium 
et  faciles  a  separer.  Sept  jours  d'abandon  permettent  de  con- 
stater  la  formation  d'ascospores  au  nombre  de  quatre  en  beau- 
coup  de  ces  grandes  cellules  rondes,  ainsi  que  dans  nombre  des 
parties  de  mycelium  limitees  par  deux  parois  transversales 

Si,  a  la  temperature  ordinaire  du  laboratoire.  Ton  ensemence 
de  la  meme  maniere  quelques  spores  dans  une  chambre  Ran- 
vier renfermant  de  I'eau  de  levure,  au  bout  de  4  a  6  heures 
elles  se  montreront  egalement  en  voie  d'eclater  I'exosporium  en 
deux  parties,  pour  pousser  un  petit  bourgeon  durant  les  heures 
suivantes.  Mais  ce  meme  bourgeon  va  s'accroitre  et  s'etendre 
de  plus  en  plus  jusqu'a  devenir  un  fil,  qui  se  cloisonne  (fig.  6,  b'). 
Ici  il  y  a  tendance  a  formation  de  mycelium,  a  I'inverse  de  la 
culture  sur  mout  en  chambre  Ranvier  011,  comme  nous  I'avons 
vu,  la  premiere  journee  fait  constater  une  tendance  exclusive  a 
former  des  cellules  de  levure.  Dans  cette  eau  de  levure  on  peut 
pourtant  trouver  aussi  un  bourgeonnement  seul  ou  avec  forma- 
tion de  mycelium  (fig.  6,  b"),  mais  en  somme  ici  la  formation 
des  cellules  de  levure  est  purement  secondaire.  Trois  jours  de 
plus,  et  Ton  constate  que  de  nombreux  fils  de  mycelium  ont 
I'article  terminal  gonfle  et  comble  de  plasma.  Puis,  les  jours 
suivants  amenent  un  ample  developpement  de  grandes  cellules, 
pleines  de  plasma  et  generalement  rondes,  le  plus  souvent  au 
bout  des  fils.  Ces  cellules  proviennent  d'un  etranglement  ou  d'une 
scission    des    articles    de    mycelium    ou    d'un  terme  moyen  entre 
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ces  deux  etats.  Enfin  elles  peiivent  aussi  ctre  le  fruit  d  un 
bourgeonnement  ordinaire.  On  voit  aussi  dans  les  parties  des  fils 
myceliens  les  plus  eloignees  du  bout,  des  articles  particulierement 
riches  en  plasma  et  plus  ou  moins  enfles.  On  pent  tres  aise- 
ment  suivre  sur  la  platine  du  microscope  revolution  ulterieure 
de  ces  cellules  ou  abonde  le  plasma:  on  I'y  voit,  grenu  et 
grumeleux,  onduler  avec  lenteur  et  sans  cesse  et  finir  par  se 
prendre  en  masses  definies  assez  sombres,  qui  en  peu  d'heures 
s'accentuent  par  degres  en  quatre  rudiments  de  spores  ordinaire- 
ment,  celles-ci  evoluant  alors  jusqua  maturite.  Au  bout  d'en- 
viron  7  jours,  on  constate  dans  la  chambre  Ranvier  une  tres 
copieuse  sporulation. 

En  chambre  Bottcher  a  ensemencement  de  spores  peu  nom- 
breuses  dans  I'eau  de  lev  u  re  gelatin  isee,  il  y  avait  evolution 
de  colonies  composees  presque  exclusivement  de  mycelium,  ty- 
pique.  C'etait  par  pure  exception  qu'on  y  trouvait  quelques 
cellules  de  levure.  Un  abandon  de  huit  jours  a  la  temperature 
du  laboratoire,  produisit  dans  cette  culture  une  exuberante  et 
belle  formation  de  spores,  et  cette  formation  se  presentait  sur- 
tout  frequemment  dans  les  articles  des  filaments. 

Un  plus  long  sejour  de  pareilles  cultures  a  spores  dans  les 
chambres  humides  fait  dissoudre  la  paroi  de  la  cellule  mere,  et 
alors  les  spores   sont  degagees,    groupees  en    general  par  quatre. 

En  poursuivant  ainsi  au  microscope  les  phases  de  revolu- 
tion, Ion  peut  aussi  se  convaincre  que  la  formation  d'asques 
n'est  precedee  d'aucune  fusion  de  deux  cellules,  con- 
sequemment,  d'aucune  copulation.  J'avais  arrete  mon  atten- 
tion specialement  sur  ce  point,  puisque  chez  quelques  autres 
levures  on  a  recemment  observe  des  formations  de  fusions  qui, 
au  sens  de  certains  savants,  doivent  etre  interpretees  comme 
denotant  une  propagation  par  accouplement. 

Par  contre,  si  Ton  seme  dans  une  chambre  humide  un 
grand  nombre  de  spores,  I'etat  des  choses  se  complique  de 
suite.  Alors  les  spores  se  depouillant  mutuellement  d'air  et  de 
principes  nutritifs  —  entre  autres  du  sucre  fermentescible  dont 
il  est  question  a  propos  du  mout  ou  d'autre  liquide  nourricier 
analogue  — ,  influent  considerablement  sur  le  type  de  croissance. 
Ainsi,  en  semant  une  quantite  extraordinaire  de  spores  dans  une 
chambre  Ranvier  renfermant  du  mout,  on  les  verra  germer  par 
un   petit   bourgeon    qui,    cependant,    va   s'allonger    de   maniere   a 
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former  des  filaments  myceliens,  a  I'instar  de  ce  qui  se  passe 
dans  I'eau  de  levure.  Si  Ion  ensemence  ce  dernier  milieu  d'un 
grand  nombre  de  spores,  on  constate  que  celles  qui  se  trouvent 
le  plus  pres  du  bord,  germent  de  la  maniere  ordinaire,  en  pous- 
sant  un  bourgeon,  qui  s'allonge  en  un  fil  cloisonne;  mais  plus 
nous  approchons  du  milieu  de  la  chambre  Ranvier,  plus  la  ger- 
mination est  lente,  et  au  centre  de  la  chambre  les  spores  ne 
germent  pas  du  tout.  Dans  une  pareille  culture  la  croissance 
est  vite  terminee.  Ainsi,  dans  une  culture  en  eau  de  levure 
ensemencee  de  beaucoup  de  spores,  on  a  trouve,  apres  2  jours 
d'abandon  a  la  temperature  ordinaire  du  laboratoire,  la  colonie 
que  montre  fig.  3,  c.  Ce  type  d'evolution  etait  assez  commun 
dans  cette  culture. 

Comme  on  le  voit  par  ce  qui  precede,  la  marche  de  revo- 
lution dans  les  cultures  en  chambres  renfermant  du  mout  de 
biere  ou  de  I'eau  de  levure,  pourvu  qu'on  n'ensemence  pas  un 
trop  grand  nombre  de  spores,  est  essentiellement  la  meme  que 
dans  les  cultures  correspondantes  des  flacons;  en  d'autres  termes, 
dans  le  mout,  qui  contient  du  Sucre  fermentescible,  la  croissance 
procede  d'abord  principalement  par  un  bourgeonnement  ordi- 
naire, tandis  que  dans  I'eau  de  levure  elle  procede  de  preference 
par  la  formation  de  mycelium.  Quant  aux  autres  solutions  nutri- 
tives qui  contiennent  un  des  sucres  que  la  levure  en  question 
est  capable  de  faire  fermenter  (voir  plus  bas),  la  marche  de  revo- 
lution est  la  meme  que  dans  le  mout.  Dans  les  liquides  qui  ne 
contiennent  pas  de  sucre  fermentescible,  revolution  sera  essen- 
tiellement analogue  a  celle  que  presente  I'eau  de  levure. 

Meme  sur  les  terrains  nutritifs  solides,  tels  que  le  mout 
gelatinise  seul  ou  a  I'agar,  le  Saccharomycopsis  capsularis  vient 
vite  et  avec  facilite,  surtout  si  les  cultures  y  sont  installees  par 
raie  s. 

Sur  le  mout  gelatinise,  cette  nouvelle  levure  debute  par 
former  une  vegetation  seche,  legerement  veloutee,  inegale  et 
fortement  plissee,  d'une  couleur  blanc  grisatre.  Elle  se  compose 
d'un  mycelium  detachant  des  cellules  de  levure,  et  de  cellules 
de  levure  bourgeonnantes.  La  phase  de  la  sporulation,  avec 
arrondissement  des  articles  du  mycelium,  commence  bientot 
apres,  et  deja  au  bout  de  4  jours,  a  une  temperature  de  25  ^  C, 
il  s'est  forme  quantite  de  spores.  La  vegetation  s'enfonce  bientot 
dans  la  gelatine  et  liquefie  celle-ci. 
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Siir  le  moiit  gelatinise  a  1'  agar,  elle  se  multiplie  prompte- 
ment  et  avec  une  vigueur  toute  particuliere,  sans  liquefier  la  sub- 
stance nutritive.  La  jeune  vegetation,  qui  presente  un  aspect 
sec,  fortement  plisse,  inegal  et  legerement  veloute,  est  d'une 
couleur  blanc  grisatre,  tirant  sur  le  brun-rouge.  En  poursuivant 
sa  croissance,  elle  s'eleve  au-dessus  du  terrain  nourricier  sous 
forme  d'une  couche  epaisse,  qui  finit  par  prendre  une  couleur 
de  chocolat;  peu  a  peu,  son  aspect  devient  un  peu  luisant 
d'humidite.  Vue  au  microscope,  la  vegetation  presente  le  meme 
aspect  que  sur  le  mout  gelatinise  sans  agar,  et  un  repos  pro- 
longe  donne  beaucoup  de  spores. 

Sur  I'eau  de  levure  gelatinisee  seule  ou  additionnee 
d'agar,  la  croissance  est  aussi  bonne,  et  I'aspect  de  la  ve- 
getation rappelle  celle  qui  se  developpait  sur  le  mout  gelati- 
nise, avec  cette  difference  que  la  couleur  tire  un  peu  sur  le 
rouge,  et  que  la  couche  qu'elle  forme  sur  I'eau  de  levure  gela- 
tinisee a  I'agar  est  plus  egale  et  mince.  L'eau  de  levure  gelatinisee 
se  liquefie  bientot;  mais  additionnee  d'agar,  elle  reste  a  I'etat 
solide.  Avant  la  phase  de  la  sporulation,  la  vegetation  est 
formee  simplement  d'un  mycelium  typique;  toutefois,  par  pure 
exception,  on  pent  rencontrer  isolement  sur  l'eau  de  levure  gela- 
tinisee une  cellule  de  levure  detachee  du  mycelium.  A  la 
temperature  de  25  ^  C,  on  voit  sur  cette  substance  au  bout  de 
3  a  4  jours,  et  quand  elle  est  additionnee  d'agar  au  bout  de 
2  3-3  jours,  les  articles  des  filaments  du  mycelium  en  voie  de 
s'arrondir  de  fagon  a  former  les  cellules  ordinaires  comblees  de 
plasma.  Alors  il  s'est  deja  produit  de  nombreuses  spores,  et 
Ton  en  rencontre  meme  de  detachees  et  mures,  le  plus  souvent 
groupees  par  quatre,  la  parol  de  la  cellule  mere  s'etant  dis- 
soute.  Sur  ces  deux  substratums  d'eau  de  levure,  la 
sporulation  est  extraordinai  rement  riche:  surtout  sur 
celle  additionnee  d'agar,  on  finira  par  trouver  presque  exclusive- 
ment  des  cellules  sporogenes  et  des  spores  detachees.  Ces  or- 
ganes  se  forment  de  la  maniere  ordinaire;  mais  ici  on  en  ren- 
contre tres  souvent  meme  dans  les  articles  du  mycelium,  ce 
qui  est  assez  rare  dans  les  milieux  precedemment  nommes. 

Sur  le  pain  de  seigle  et  sur  le  riz,  la  croissance  du 
Saccharomycopsis  capsularis  est  egalement  assez  bonne  et  pre- 
sente des  phenomenes  ayant  de  I'analogie  avec  ceux  observes 
sur  les  milieux   solides  d'eau  de  levure.     La  vegetation  finit  par 
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prendre    une    teinte    brunatre,    et    il    se   produit   de   nombreuses 
spores.     Ma  levure  ne  liquefie  pas  I'amidon. 

Outre  les  milieux  deja  mentionnes,  j'ai  egalement  essaye 
une  solution  de  peptone  dans  du  bouillon  de  boeuf,  un 
extrait  de  fumier  de  vache  et  une  decoction  de  foin. 
Sur  les  deux  premiers  de  ces  milieux,  notamment  sur  le  bouillon, 
notre  levure  vient  mal  et  ne  croit  qu'avec  une  extreme  lenteur. 
Par  contre,  la  croissance  est  passablement  bonne  dans  la  decoc- 
tion de  foin,  au  sein  de  laquelle  il  se  produit  un  developpement 
manifeste  de  mycelium  accompagne  de  quelques  cellules  de  le- 
vure, en  meme  temps  que  la  surface  se  couvre  d'un  voile  assez 
compact,  ou  un  repos  un  peu  prolonge  donne  de  nombreuses 
spores.  Les  deux  derniers  liquides  nutritifs  ont  ete  essayes 
principalement  en  consideration  du  lieu  ou  cette  levure  avait 
ete  decouverte :  des  paturages  eleves  dans  les  Alpes.  Les  re- 
cherches  de  Hansen  sur  la  circulation  des  Saccharomycetes 
dans  la  nature,  nous  ont  appris  non  seulement  que  les  foyers 
primaires  de  ces  organismes  sont  des  fruits  doux  et  juteux, 
mais  encore  qu'ils  ont  des  foyers  secondaires,  specialement  dans 
les  liquides  du  sol,  et  surtout  dans  les  extraits  de  fumier  et  de 
parties  vegetales^). 

Nous  avons  vu  plus  haut  que  toutes  les  vegetations  super- 
ficielles  presentent  un  aspect  plus  ou  moins  veloute.  Cette  appa- 
rence  est  causee  par  des  filaments  myceliens  qui  s'elevent  en 
I'air,  soit  isolement,  soit  en  faisceaux.  En  installant  avec  precau- 
tion sous  I'objectif  d'un  microscope  (sans  employer  de  couvre- 
objet)  une  petite  portion  d'une  pareille  culture  superficielle  ve- 
loutee,  de  fagon  que  la  vegetation  ne  soit  pas  derangee,  on  pent 
observer  ces  formations  myceliennes.  On  aper^oit  nettement  les 
filaments  paralleles,  ainsi  que  leurs  cloisons.  En  outre,  surtout" 
si  la  vegetation  provient  d'une  culture  sur  mout,  on  peut  souvent 
constater  que  quelques-uns  des  filaments  constituant  la  face  ex- 
terieure  d'un  faisceau  detachent  par  etranglement  quelques  cel- 
lules de  levure.  Dans  une  preparation  ordinaire  sous  couvre- 
objet,  lesdites  formations  n'apparaissent  pas,  parce  que  dans  ces 
conditions  les  filaments  se  separent  de  suite. 


^)    Emil  Chr.   Hansen,   Neue  Untersuchungen    iiber  den  Kreislauf  der  Hefen- 
arten  in  der  Natur  (Centralbl.   f.  Bakt.   u.   Parasitenk.   2te  Abth.  X,  I  (1903)). 
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Par  les  modes  de  culture  varies  ainsi  de  diverses  nianieres, 
j'ai  obtenu  constamment  I'apparition  des  formations 
ci-dessus  decrites,  et  d'elles  seules,  c'est-a-dire  forma- 
tion de  cellules  de  levure  et  de  mycelium  et  des 
ascospores,  sans  aucune  forme  de  moisissure  ou  dun  autre 
type. 

Un  examen  de  Taction  du  Saccharomycopsis  capsularis  sur 
les  differentes  especes  du  sucre  fait  constater  qui)  peut  faire 
fermenter  le  maltose,  le  dextrose,  le  levulose  et  le  d-ga- 
lactose,  et  qu'il  n'est  pas  capable  de  faire  fermenter  les  1-ara- 
binose,  raffinose,  lactose  et  saccharose;  quant  a.  ce  dernier 
Sucre,  il  est  aussi  incapable  de  I'intervertir.  Dans  de 
I'eau  de  levure  additionnee  de  I'un  des  quatre  sucres  fermentes- 
cibles  par  le  Saccharomycopsis  capsularis,  sa  propagation  est 
rapide  et  luxuriante,  et  la  fermentation  qu'il  provoque,  se  mani- 
feste  nettement.  La  propagation  procede  de  la  meme  fa^on  que 
dans  le  mout  de  biere :  elle  commence  par  un  bourgeonnement 
actif,  en  sorte  qu'il  se  forme  un  copieux  depot  de  levure,  en 
meme  temps  que  la  surface  se  couvre  peu  a  peu  d'un  voile. 
Ce  dernier,  qui  est  moins  compact  que  ceux  qui  envahissent 
les  cultures  sur  mout,  est  forme,  a  I'instar  de  ceux-ci,  d'un 
mycelium  dont  les  articles  s'arrondissent  peu  a  peu.  Apres  un 
certain  espace  de  temps,  il  y  a  souvent  formation  de  quelques 
spores. 

En  eau  de  levure  additionnee  de  1-arabinose,  de  raffi- 
nose, de  lactose  ou  de  saccharose,  la  croissance  est  tres 
bonne;  mais,  contrairement  a  ce  qui  se  passe  dans  les  liquides 
contenant  du  sucre  fermentescible  par  cette  levure,  dans  lesquels, 
comme  nous  I'avons  vu,  il  se  produit  un  bourgeonnement  abon- 
dant,  des  liquides  contenant  des  sucres  non  fermentescibles  par 
elle  ne  donnent  naissance  qu'a  peu  de  bourgeonnement  propre- 
ment  dit.  En  revanche,  il  se  produit  au  sein  du  liquide  un 
abondant  developpement  de  mycelium.  Dans  I'eau  de  levure 
additionnee  d'arabinose  ou  de  raffinose,  la  vegetation  superficielle 
reussit  a  peine  a  masquer  la  surface  entiere,  et  dans  ces  deux 
milieux  son  aspect  est  un  peu  plus  velu  que  dans  les  prece- 
dents. Dans  I'eau  de  levure  additionnee  de  lactose  il  n'y  a  pas 
de  formation  superficielle  proprement  dite,  analogue  a  celle  des 
autres  liquides,  mais  seulement  un  developpement  bien  marque 
de  mycelium,  qui  affleure  la  surface  sans  s'elever  au-dessus.     Si 
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des  cultures  dans  ces  liquides  sont  exposees  pendant  quelque 
temps  a  la  temperature  ordinaire  du  laboratoire,  il  se  developpe 
dans  le  voile  une  foule  de  spores.  —  Dans  I'eau  de  levure  addi- 
tionnee  de  saccharose,  le  Saccharomycopsis  capsularis  forme  un 
voile  coherent,  assez  compact,  un  peu  inegal,  sec  et  blanc,  qui 
couvre  toute  la  surface  et  se  compose  de  mycelium  qui,  comme 
a  I'ordinaire,  s'etrangle  peu  a  peu  et  s'arrondit,  suivant  les  cloi- 
sons  transversales,  en  articles.  Un  repos  un  peu  prolonge  donne 
de  nombreuses  spores. 

Outre  les  substances  susnommees,  j.'ai  essaye  aussi  de  I'eau 
de  levure  additionnee  de  mannite  ou  de  dextrine.  Ma  le- 
vure n'a  pu  faire  fermenter  ni  I'une  ni  I'autre.  Dans  ces  solutions, 
la  croissance  est  essentiellement  la  meme  que  dans  I'eau  de  le- 
vure additionnee  d'arabinose  ou  de  raffinose;  seulement  la  vege- 
tation superficielle  est  encore  plus  epaisse  et  plus  value. 

Quand  un  sejour  prolonge  de  cultures  a  formation  de  voile 
a  donne  dans  celui-ci  un  tres  grand  nombre  de  spores,  le  voile 
prend  ordinairement  une  couleur  d'un  brun  clair. 

Dans  le  mout  de  biere  oii,  comme  nous  I'avons  vu,  le 
Saccharomycopsis  capsularis  vient  vite  et  vigoureusement,  j'ai 
trouve  pour  la  croissance  vegetative  les  temperatures 
principales  suivantes: 

Optimum 25 — 28^  C. 

Maximum env.    38V2  ^   » 

Minimum .     moins  de  ^/2  ^  » 


Les  determinations  faites  relativement  aux  li mites  de 
temperature  de  la  formation  de  voile,  ont  donne  pour 
resultat  qu'il  s'etait  forme  quelques  voiles  en  ilots 

au  bout  de   11  jours  a  34 — 35  ^  C. 
»  9  mois  a       3 — 4  ^   » 

A  36  ^  et  a  ^/2  ^,  il  n'y  avait  pas  formation  de  voile. 

On  sait  que  c'est  en  installant  les  cultures  sur  bloc  de 
platre  qu'on  obtient,  dans  les  Saccharomyces  proprement  dits, 
les  meilleures  conditions  du  developpement  de  spores.  Aussi  la 
plupart  des  determinations  relatives  aux  spores  ont-elles  ete 
faites    de    cette    maniere.     Bien    que,    pour    la    levure    qui    nous 
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occupe,  la  culture  sur  platre  donne  une  sporulation  moins  abon- 
dante  que  sur  les  milieux  solides  a  eau  de  levure,  j'ai  employe 
aussi,  dans  un  but  de  comparaison,  la  culture  sur  bloc  de 
platre,  afin  de  determiner  I'influence  de  la  temperature  sur  la 
formation  de  spores.  Toutefois,  j'ai  constate  que  cette  formation 
avait  les  memes  temperatures  fondamentales,  n'importe  quels 
fussent  ceux  des  milieux  precites  oii  se  fit  la  culture.  Voici  ce 
que  j'ai  trouve  pour  ces  temperatures  principales  de  la 
formation  de  spores: 


Optimum   . 

.  .    25—28^  C. 

Maximum  . 

•  34V2— 35  ^  » 

Minimum  . 

. .      5—8  0     , 

La  temperature  optima  de  la  sporulation  sur  bloc  de  platre 
et  sur  les  milieux  susnommes  a  eau  de  levure,  semble  coincider 
avec  I'optimum  de  la  croissance  vegetative.  II  parait  qu'a  la 
temperature  ordinaire  d'un  appartement  il  se  produit  aussi  des 
spores  en  quantite  egale;  mais  dans  ce  cas  le  developpement 
est  un  peu  plus  lent.  —  II  est  a  remarquer  ici  que  dans  les 
cultures  faites  sur  bloc  de  platre  la  suture  de  la  spore  ressort 
moins  nettement  ou  pas  du  tout,  meme  apres  traitement  par 
une  solution  d'iode  ou  par  acide  sulfurique.  Dans  ces  cultures 
il  apparait  aussi,  comme  nous  I'avons  vu  plus  haut,  des  formes 
irregulieres  de  spores. 

Les  determinations  ci-dessus  mentionnees  fournissent  des 
eclaircissements  non-seulement  sur  la  classification  de  la  nou- 
velle  espece,  mais  encore  sur  la  biologic  generale  des  Saccharo- 
mycetes.  On  sait  que  Hansen,  en  1886  (Comptes-rendus  du 
Laboratoire  de  Carlsberg  II,  106),  et  plus  tard,  s'appuyant  sur 
nombre  de  preuves  experimentales  (Comptes-rendus  du  Lab.  de 
Carlsb.  V,  68  (1902)),  etablissait  cette  these  applicable  a  tous 
les  Saccharomycetes  que  la  temperature  maxima  de  la 
sporulation  est  inferieureacelle  dubourgeonnement, 
et  que  la  temperature  minima  de  la  sporulation  est 
superieure  a  celle  du  bourgeonnement.  Les  analyses 
decrites  dans  ce  qui  precede,  corroborent  ces  assertions. 

Nous  avons  vu  que  le  Saccharomycopsis  capsularis  fait  fer- 
menter  le  mout  de  biere.  Ainsi,  dans  un  mout  d'env.  13,5  ^'o 
Ball.,  j'ai  trouve 
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apres  27  jours  d'exposition  a  la  temperature  ordinaire  du  laboratoire 

5,66  Vo  en  vol.  d'alcool 

—  4  mois  —  —  6,92         —  — 

—  7    -  —  —  7,15         —  — 

—  10    —  —  —  6,88        —         — 

Dans  ce  cas  la  limite  de  la  production  d'alcool  se  trouve 
done  aux  environs  de  7  ^/o. 

Dans  de  I'eau  de  levure  additionnee  de  20  ^/o  de  dextrose 
j'ai  trouve 

apres     7  mois  d'exposition  a  25  ^   6,88  %  en  vol.   d'alcool 
—      10     —  —  —      7,23  —  — 

Ici  encore,  la  limite  parait  se  trouver  a  7  Vo  environ. 

Nous  allons  maintenant  examiner  de  plus  pres  les  resultats 
de  mes  reciierches  microscopiques  et  experiences  physiologiques 
sur  le  Saccharomycopsis  capsularis.  Si,  donnant  un  coup  d'oeil 
retrospectif,  nous  nous  demandons  quels  sont  les  caracteres 
essentiels  qui  distinguent  cette  levure  nouvelle  de  toutes  les 
autres,  je  peux  remarquer  que  ce  qui  m'a  frappe  de  prime 
abord,  c'etait  I'ensemble  de  sa  fagon  de  croissance,  la  vegeta- 
tion, en  s'elevant  au-dessus  de  la  surface  du  milieu  nutritif, 
ayant  un  aspect  veloute  et  presentant,  vue  au  microscope,  un 
developpement  tres  fort  et  bien  marque  de  mycelium.  Toute- 
fois,  ces  proprietes,  si  bien  prononcees  qu'elles  soient,  ne  con- 
stituent en  realite  nullement  une  difference  essentielle  entre  cette 
levure  et  les  vrais  Saccharomyces ;  elle  a  de  commun  avec 
ceux-ci  des  caracteres  aussi  importants  que  le  bourgeonnement 
et  la  sporulation  et,  en  outre,  le  developpement  de  mycelium. 
Hansen  a  ete  le  premier  qui  a  constate  des  formations  myce- 
liennes  dans  le  genre  de  Saccharomyces,  particulierement  chez 
le  Saccharomyces  Marxianus,  la  levure  basse  de  Carlsberg  N'  i 
et  le  Saccharomyces  Ludwigii^),  dans  de  vieux  voiles  et  dans 
de  vieilles  cultures  sur  milieu  nutritif  solide.  Meme  quand  de 
vieilles  spores  du  Sacch.  Ludwigii  germaient,  il  constatait  qu'elles 


^)  Voir,  pour  la  premiere  des  trois  levures  ici  citees,  les  Comptes-rendus  du 
Laboratoire  de  Carlsberg  II,  145  (1888),  et  V,  4  (1900);  pour  la  deuxieme, 
les  memes  Comptes-rendus  II,  42  (1883),  et  pour  la  troisieme,  III,  56(1891), 
ainsi  que  le  Centralbl.  f.  Bakt.   u.   Parasitenk.  V,   664  (1889). 
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sont  susceptibles  de  developper  un  mycelium  typique  et  cloi- 
sonne. Plus  tard,  des  formations  analogues  chez  les  autres 
Saccharomyces  proprement  dits,  ont  ete  aussi  decrites  par  Will, 
Lindner,  et  d'autres.  II  appert  done  que  ces  formations  myce- 
liennes  sont  actuellement  bien  connues  dans  le  genre  Saccharo- 
myces ;  seulement,  elles  sont  moins  bien  prononcees. 

II  ressort  done  de  ce  qui  precede  que  la  levure  decrite  dans 
ce  memoire  a  bien  des  caracteres  de  commun  avec  les  veri- 
tables  Saccharomyces;  mais  la  plus  forte  raison  pour  empecher 
de  la  rattacher  a  ce  genre,  dont  cependant  elle  se  rapproche 
tant,  est  la  structure  ci-devant  decrite  de  la  spore;  car  cette 
structure  se  distingue  de  celle  de  toutes  les  levures 
connues  jusqu'ici^). 

En  dehors  de  I'espece  qui  m'occupe,  la  litterature  ne  connait 
qu'une  levure  dont  les  spores  aient  egalement  deux  membranes; 
mais  ces  deux  especes  divergent  fortement  I'une  de  I'autre  par 
toute  une  serie  de  caracteres,  et  surtout  par  le  fait  que  I'autre 
espece  n'a  pas  I'exosporium  divise  en  valvules. 

Cette  espece  est  celle  que  Robin  a  introduite  dans  la 
litterature  sous  le  nom  de  Cryptococcus  guttulatus^).  Plus 
tard,  des  savants  I'ont  denommee  Saccharomyces  guttu- 
latus,  et  Buscalioni^)  constata  qu'elle  developpe  des  endo- 
spores.  Dequis  lors,  Wilhelmi*)  a  reussi  a  faire  germer  ces 
endospores.  D'apres  ses  observations,  ces  organes  sont  munis 
d'lftie  membrane  double.  La  spore  affecte  ce  mode  de  germina- 
tion qu'elle  se  gonfle  et  que  par  la  la  membrane  exterieure  se 
brise  en  un  point  quelconque.  Le  germe  pousse  hors  de  I'ouver- 
ture,  et  la  membrane  rompue  et  renversee  se  retrecit  peu  a  peu 
en  un  petit  reste  de  forme  indefinie.  La  germination  et  la  crois- 
sance  ulterieure  ont  lieu  par  bourgeonnement.  II  n'y  a  pas,  a 
la  membrane  exterieure  de  la  spore,  de  formation  de  suture 
analogue  a  celle  que  nous  avons  constatee  chez  le  Saccharomy- 
copsis  capsularis. 


^)  Une  recherche  et  un  apergu  de  la  structure  et  de  la  germination  des  spores 
chez  les  Saccharomyces,  ont  ete  donnes  par  Hansen  dans  les  Comptes-rendus 
du  Lab.  de  Carlsb.   Ill,   44  (^iSgi). 

"^)    Robin,  Des  vegetaux  qui  croissent  sur  les  animaux  vivants.   (Paris   1847). 

')    L.  Buscalioni ,   11  Saccharomyces  guttulatus  Rob.  (Malpighia  X,    281   (1896)). 

*)  A.  Wilhelmi,  Beitrage  zur  Kenntnis  des  vSaccharomyces  guttulatus  ^Busca- 
lioni).   (Centralbl.   f,  Bakt.   u.    Parasitenk.   2te  Abth.   IV,   305   (1898)). 
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Du  moment  que  la  spore  du  Saccharomyces  guttulatus  pos- 
sede  les  deux  membranes  de  Tespece  decrite  par  moi,  je  les 
considere  toutes  deux  comme  appartenant  au  meme  genre.  Me 
basant  sur  la  ressemblance  de  ce  genre  au  Saccharomyces,  je 
lui  ai  donne  le  nom  de  Saccharomycopsis  et,  comme  nous 
I'avons  deja  vu,  elle  entre  naturellement  comme  genre  nouveau 
dans  la  famille  des  Saccharomycetes.  Quant  au  nom  specifique 
de  la  nouvelle  levure:  Saccharomycopsis  capsular  is.  je  I'ai 
choisi  a  cause  de  la  structure  et  la  germination  particulieres  de 
la  spore,  qui  avec  ses  deux  valvules  dehiscentes  a  tant  de  rap- 
port avec  les  capsules   de  certaines  plantes  superieures^). 

J'ajouterai  ici  une  description  systematique  de  ce  nouveau 
genre  et  des  deux  especes  qu'elle  comprend. 

Saccharomycopsis,  novum  genus. 

Levures  bourgeonnantes  et  donnant  des  endospores.  La 
spore  est  munie  de  deux  membranes  et  germe  par  bour- 
geonnement. 

Saccharomycopsis  guttulatus  (Robin),  Schion.^) 

(Synoriymes  :   Cryptococcus  guttulatus,   Robin  ;   Saccharomyces  guttulatus,   aut.) 

Cellules  ellipsoi'des,  ou  ovales-oblongues.  Chaque  asque  ren- 
ferme  i  a  4  spores.  Quand  la  spore  germe,  lexosporium  se 
rompt  en  un  des  poles  ou  lateralement,  et  le  bord  est 
toujours  irregulier.  L'exosporium,  se  resserrant  insensible- 
ment,  finit  par  former  un  petit  reste  amorphe.  Temperature 
optima  de  la  croissance  vegetative:  35  a  37^  C. 

Intervertit   le   saccharose.     Fait    fermenter  le   dextrose. 

Se  trouve  dans  le  canal  digestif  des  lapins  et,  plus  rare- 
ment,  des  cobayes,  comme  aussi  dans  les  excrements  de  ces 
animaux. 

Se  developpe  sur  certains  milieux  nutritifs  artificiels,  p.  ex. 
la  glycerine  a  agar  additionnee  d'acide  tartrique  et  de  dextrose. 


^)  On  peut  obtenir  le  Saccharomycopsis  capsularis  en  s'adressant  au  laboratoire 
de  M.   Krai  de  Prague. 

^)  Je  donne  la  description  de  cette  espece  d'apres  les  memoires  de  Bu  sea- 
lion  i  et  de  Wilhelmi  (voir  au  bas  de  la  page  123),  ainsi  que  d'apres 
L.  Buscalioni  e  O.  Cassagrandi,  Sul  Saccharomyces  guttulatus  (Rob.) 
(Malpighia  XII,   59  (1898)). 
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Saccharomycopsis  capsularis,  n.  sp. 

Mycelium  typique  et  bourgeonnement.  Ordinairement 
4  spores  dans  chaque  asque.  La  forme  ordinaire  de  la  spore 
est  celle  d'une  boule  aplatie,  d'un  diametre  de  3V2  a  8  //. 
Quand  la  spore  germe,  I'exosporium  s'entr'ouvre  en  for- 
mant  deux  valvules  ordinairement  inegales,  qui  le 
plus  souvent  restent  unies  en  un  point  et  demeurent  attachees 
pendant  longtemps  a  la  spore  germee.  L'exosporium  est 
teint  en  rose  par  I'acide  sulfurique  et  par  certains 
autres  acides  mineraux.  Temperature  optima  de  la 
croissance  vegetative:  25  a  28^,  maxima:  38^/2^,  mi- 
nima: moins  de  ^/2^  C.  Temperature  optima  de  la 
sporulation:  25  a  28^,  maxima:  34^/2  a  35  ^  minima: 
entre  5  et  8  ^  C.  Les  milieux  liquides  se  couvrent  prompte- 
ment  d'un  voile  bien  marque,  blanc,  inegal  et  velu,  les 
milieux  solides  presentant  egalement  une  vegetation  blanche, 
veloutee,  plus  ou  moins  in e gale,  qui  sur  le  moiit  gelatinise 
additionne  d'agar  prend  au  bout  de  quelque  temps  une  cou- 
ieur  de  ch  ocolat.   . 

Fait  fermenter  les  maltose,  dextrose,  levulose  et  d-galac- 
tose,  mais  non  les  1-arabinose,  raffinose,  lactose  et  saccharose. 
Ne  secrete  pas  d'invertine. 

Decouvert  dans  de  la  terre  prise  a  un  paturage  eleve  des  Alpes 
suisses. 

Se  developpe  bien  dans  mout  de  biere,  eau  de  levure  seule 
ou  bien  additionnee  d'un  des  sucres  precites  ou  de  dextrine  ou 
de  mannite;  de  plus,  sur  mout  gelatinise  seul  ou  a  agar, 
eau  de  levure  gelatinisee  seule  ou  a  agar;  enfin  sur  riz  et  pain. 

Sepiembre  jgoj. 


SUR  LA  METHODE 
DE  KJELDAHL   POUR    LE   DOSAGE    DE    L'AZOTE 

PAR 

S.  P.  L.  S0RENSEN  et  C.  PEDERSEN. 


Dans  un  memoire  qui  a  recemment  paru  dans  la  Zeitschrift 
fur  physiol.  Chem.^)  MlM.  Fr.  Kutscher  et  H.  Steudel 
ont  public  de  nombreuses  analyses  par  lesquelles  ils  cherchent  a 
demontrer  que  la  methode  de  Kjeldahl  pour  le  dosage  de 
I'azote,  bien  qu'applicable  aux  matieres  heterogenes  telles  que  la 
viande,  le  pain,  I'urine  etc.,  ne  Test  nullement  quand  on  a  a  ana- 
lyser des  composes  chimiques  determines.  Ces  deux  auteurs  se 
sont  appliques  a  determiner  par  la  methode  de  Kjeldahl  la 
teneur  en  azote  de  certains  corps  d'une  haute  importance  au 
point  de  vue  physiologique,  tels  que  creatine,  creatinine,  acide 
urique,  lysine  et  histidine.  Mais  ils  sont  toujours  arrives  a  des 
resultats  fort  variables:  quelquefois  ils  ont  trouve  une  teneur  en 
azote  se  rapprochant  de  celle  donnee  par  le  calcul;  maTs^  plus 
souvent  ils  ont  trouve  une  teneur  trop  basse  d'un  ou  plusieurs 
pour  cent,  et  dans  quelques-unes  de  leurs  analyses  elle  ne  s'elevait 
qu'a  ^A  ou  ^/s  de  celle  que  leur  avait  donnee  la  theorie. 

Or,  ci  ces  resultats  etaient  reellement  surs,  c'est-a-dire,  s'ils 
etaient  trouves  par  un  emploi  juste  et  exact  de  la  methode  de 
Kjeldahl,  les  deux  auteurs  etaient  dans  leur  droit  en  rejetant 
cette  methode,  non  seulement  pour  I'analyse  de  composes  chi- 
miques determine^;  mais  pour  le  dosage  d'azote  en  general, 
toutes  les  fois  qu'il  s'agirait  d'analyses  tant  soit  peu  exactes. 
Mais  il  n'en  est  pas  ainsi.  II  ressort  des  eclaircissements  —  peu 
abondants   du   reste  —  que   donnent   les   auteurs   sur   le  procede 


^)  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  39,   12  (1903). 
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qu'ils  ont  suivi,  qu'ils  doivent  s'etre  ecartes,  sur  plus  d'un  point 
essentiel,  non  seulement  de  la  methode  originale  de  Kjeldahl, 
mais  aussi  des  modifications  qu'on  y  a  apportees  ulterieurement. 
Ceci  est  vrai  (en  ce  qui  concerne  nombre  des  essais  faits  par 
les  deux  auteurs)  pour  la  duree  du  chauffage,  et  particulierement 
pour  la  maniere  dont  ils  ont  effectue  I'oxydation  par  le  perman- 
ganate de  potasse. 

D'abord,  en  ce  qui  concerne  la  duree  du  chauffage,  il  est 
dit  dans  le  premier  memoire  de  KjeldahH)  que  deux  ou  trois 
heures  suffiront  ordinairement  si  Ton  emploie  un  melange  d'acide 
sulfurique  concentre  et  d'acide  sulfurique  fumant  ou  d'acide 
phosphorique  anhydre,  tandis  que  I'emploi  de  I'acide  sulfurique 
anglais  seul  exige  un  chauffage  prolonge  pour  que  le  liquide 
puisse  devenir  incolore  ou  presque  incolore.  Cependant,  d'apres 
I'experience  de  Kjeldahl,  il  nest  point  necessaire  —  du  moins 
en  ce  qui  concerne  les  substances  proteiques  et  leurs  derives  — 
de  faire  bouillir  jusqu'a  ce  que  le  liquide  soit  devenu  tout  a 
fait  incolore,  et  meme  si  Ton  emploie  I'acide  sulfurique  anglais, 
les  matieres  proteiques,  apres  deux  ou  trois  heures  de  chauffage, 
seront  suffisamment  decomposes  pour  que  i'oxydation  par  le  per- 
manganate de  potasse  puisse  s'effectuer  sans  perte  d'azote.  Ouand 
il  s'agit  d'autres  substances,  ou  I'azote  se  trouve  lie  d'une  autre 
maniere  qu'il  ne  Test  dans  les  matieres  proteiques,  il  faut,  suivant 
Kjeldahl,  prolonger  le  chauffage  avec  I'acide  sulfurique  anglais, 
ou  bien  se  servir  d'un  melange  d'acide  sulfurique  et  d'acide 
phosphorique  anhydre.  Comme  on  le  sait,  une  serie  d  expe- 
riences minutieuses,  faites  surtout  par  des  chimistes  allemands, 
ont  montre  que  I'addition  de  metaux  ou  d'oxydes  metalliques 
(oxyde  de  cuivre,  mercure,  oxyde  de  mercure,  ou  melanges  de 
ces  oxydes)  exerce  une  influence  fortement  accelerante  sur  la 
reaction,  bien  qu'en  aucune  circonstance  il  ne  soit  recomman- 
dable  de  faire  bouillir  pendant  moins  d'une  demi-heure.  Par 
consequent,  il  nest  point  etonnant  que  Kutscher  et  Steudel 
soient  arrives  a  des  resultats  trop  bas  dans  les  experiences  ou 
la  duree  du  chauffage  varie  de  cinq  minutes  a  une  demi-heure 
et  oil,  en  outre,  ils  font  souvent  usage  de  I'acide  sulfurique  con- 
centre seul,  sans  addition  aucune.  Si  neanmoins  dans  un  nom- 
bre tres  restreint  de  ces   experiences,    faites    sur   la   creatine,    ils 

^)  Carlsb.  Lab.   Medd.   2,    Resume    frangais,    p.   5    (1883).       Zeitschr.  f.  analyt. 
Chem.  22,   372  (1883). 
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trouvent  une  teneur  en  azote  se  rapprochant  de  celle  donnee 
par  le  calcul,  on  est  amene  a  admettre  des  differences  acciden- 
telles  survenues  durant  le  chauffage;  tout  ce  qu'on  pent  en  con- 
clure,  c'est  done  que  la  creatine  est  une  substance  tres  facile  a 
analyser  d'apres  la  methode  de  Kjeldahl.  —  On  pourrait  faire 
remarquer  ici  que  dans  les  experiences  tres  nombreuses  faites 
dans  le  courant  des  annees  au  laboratoire  de  Carlsberg  d'apres 
la  methode  Kjeldahl,  on  a  toujours  pu  constater  qu'en  reduisant 
le  temps  du  chauffage  a  moins  de  deux  ou  trois  heures,  on 
s'expose  a  perdre  de  I'azote.  Dans  des  experiences  faites  sur 
le  lait  et  la  biere,  en  se  servant  d'acide  sulfurique,  de  mercure 
et  d'oxyde  cuivrique  comme  moyens  de  decomposition,  il  est 
arrive  parfois,  avant  que  la  decomposition  fut  reellement  terminee, 
que  le  liquide  a  passe  au  vert  pur,  sans  nuance  brunatre,  — 
phenomene  correspondant  exactement  a  la  fagon  dont  se  com- 
portent  les  substances  telles  que  la  creatine,  la  creatinine  et 
I'acide  urique,  lesquelles  ne  donnent  point  de  coloration,  ou  tout 
au  plus  une  teinte  passagere,  a  I'acide  sulfurique  pendant  le 
chauffage.  D'autre  part,  il  a  ete  constate  maintes  fois  au  labo- 
ratoire de  Carlsberg  que  la  reaction  prend  la  marche  voulue 
quand  le  liquide  chauffe  n'a  que  de  I'acide  sulfurique  concentre 
sans  autre  addition  qu'un  peu  d'oxyde  cuivrique  et  que  le  chauf- 
fage est  pousse  —  au  moins  pendant  3  heures^)  —  jusqu'a  ce 
que  le  liquide  soit  devenu  dun  vert  pur  sans  teinte  brunatre. 
Somme  toute,  en  effet,  il  importe  naturellement  peu,  dans  la 
majorite  des  cas,  qu'il  faille  prolonger  I'ebullition  une  heure  de 
plus  ou  de  moins,  attendu  que  les  ballons  dans  lesquels  le  chauf- 
age  se  fait  peuvent  etre  abandonnes  a  eux-memes  et  sans  aucune 
surveillance,  pourvu  qu'on  ajoute  un  peu  de  cuproxyde  seule- 
ment:  c'est  ainsi  que  meme  des  substances  tres  difficiles  a  de- 
composer se  pretent  a  la  decomposition  par  une  faible  ebullition 
du  jour  au  lendemain. 

En  ce  qui  concerne  I'oxydation  par  le  permanganate  de 
potasse,  divers  chimistes  ont  admis  que,  pourvu  que  la  decom- 
position par  I'acide  sulfurique  soit  effectuee  comme  il  faut  et 
qu'on  la  mene  a  bout,  il  est  superflu  d'ajouter  le  permanganate 
de  potasse,    et   que    cette  addition  peut  meme  etre  prejudiciable 


^)  II  va  de  soi  que  dans  des  cas  speciaux  on  peut  faire  des  exceptions  a  cette 
regie,  lorsqu'en  examinant  des  especes  particulieres  de  substances  on  a  pu 
constater  qu'un  aussi  long  chauffage  n'est  pas  necessaire. 
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en  causant  une  perte  d'azote.  —  A  ce  propos,  on  remarquera 
qu'il  est  naturellement  inutile  d'oxyder  par  le  permanganate  de 
potasse,  s'il  n'y  a  pas  de  substance  organi(|ue  qui  se  laisse 
oxyder  ulterieurement,  et  souvent  il  en  sera  ainsi  lorsque  I'ebul- 
lition  aura  un  peu  depasse  le  moment  oii  le  liquide  passe  au 
vert  pur;  mais  il  pent  arriver  aussi  ([ue  la  decomposition  ne  soit 
pas  absolument  achevee  meme  apres  la  coloration  en  vert,  et 
dans  ce  cas  I'emploi  du  permanganate  de  potasse  s'impose.  II 
va  sans  dire  qu'il  en  est  de  meme  dans  toute  analyse  oii  le 
chauffage  est  interrompu  avant  que  le  liquide  se  soit  teint  en 
vert  pur.  Comme  il  pent  consequemment  se  produire  des  cas 
oil  I'utilisation  du  permanganate  de  potasse  soit  desirable,  nous 
en  faisons  usage  ici  au  laboratoire  de  Carlsberg  dans  tons  les 
dosages  d'azote  d'apres  la  methode  Kjeldahl,  I'oxydation  par 
le  permanganate  de  potasse  employe  de  la  maniere  indiquee  par 
KjeldahP)  n'occasionnant  jamais  de  perte  d'ammoniaque.  D'autre 
part,  il  n'est  pas  praticable  d'imiter  Kutscher  &  Steudel  en 
ajoutant  le  permanganate  au  liquide  refroidi  et  de  le  porter  en- 
suite  a  I'ebullition;  car  alors  une  perte  d'azote  est  pour  ainsi 
dire  inevitable.  Aussi,  dans  son  premier  memoire  Kjeldahl  en 
dissuade  expressement  dans  ces  termes^): 

»Mais  il  faut  bien  se  garder,  apres  que  la  couleur  verte  a 
apparu,  de  chauffer  de  nouveau  fortement  le  liquide.  En  effet, 
il  se  produit  alors  une  reduction  avec  formation  d'un  sel  de  pro- 
toxyde  de  manganese  et  grand  degagement  d'oxygene,  et  le 
liquide  redevient  clair,  changement  que  j'ai  souvent  eu  I'occasion 
de  voir  accompagne  d'une  perte  sensible  d'ammoniaque. « 

Dans  ce  qui  precede  nous  voyons  une  preuve  peremptoire 
que,  par  la  methode  par  eux  employee,  Kutscher  &  Steudel 
n'ont  point  pu  obtenir  des  resultats  exacts,  ni  meme  concordants. 
Neanmoins,  vu  I'importance  de  la  question,  nous  avons  trouve 
necessaire  de  verifier  I'applicabilite  de  la  methode  Kjeldahl 
vis-a-vis  des  substances  etudiees  par  Kutscher  &  Steudel. 
Nous  profitons  de  cette  occasion  pour  donner  une  description 
sommaire  de  la  maniere  dont  le  laboratoire  de  Carlsberg  applique 
la  methode  Kjeldahl  et  que  nous  avons  suivie  dans  ce  cas 
aussi.     C'est  essentiellement   le    meme  precede  que  celui  recom- 


^)  Carlsb    Lab.   Medd.   2,   Res.  frang.  p   6  (1883);   Zeitschr.  f.  analyt.  Chem.  22, 

374  (1883). 
2)  Carlsb.  Lab.  Medd.  2,   Res.  frang.  p.  7  (1883). 
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mande  par  Kj  eldahl  dans  son  premier  memoire.  En  consequence, 
comme  Kjeldahl  I'avait  deja  fait  ressortir,  il  n'est  pas  appli- 
cable a  I'analyse  des  alcaloides,  ni  a  celle  de  toute  matiere 
azotee  exigeant  un  traitement  preparatoire  avant  le  chauffage  avec 
I'acide  sulfurique  (combinaisons  nitrees  etc.). 

Dans  un  matras  en  verre  d'lena  a  fond  plat,  a  long  col  et 
de  la  capacite  de  lOO  cc,  on  pese  une  quantite  telle  de  la  matiere 
a  analyser  que  I'azote  qu'elle  renferme  donne  un  total  de  15  a 
30  mgr. ;  toutefois,  la  quantite  pesee  doit  preferablement  ne  pas 
exceder  os'',4.  De  plus,  pour  les  combinaisons  tres  pauvres  en 
azote  et  pour  lesquelles,  consequemment,  il  est  desirable  d'operer 
sur  I  gr.,  ou  a  peu  pres,  de  substance,  il  convient  d'employer  le 
double  de  la  quantite  ci-dessous  indiquee  d'acide  sulfurique.  S'il 
s'agit  d'analyser  une  solution,  on  en  enleve  au  moyen  d'une 
pipette  un  volume  convenable.  Apres  addition  de  ^/2  ou  i  cc. 
d'acide  sulfurique,  on  reduit  a  un  petit  volume,  par  evaporation 
dans  le  matras  de  decomposition,  soit  sur  une  toile  metallique 
au-dessus  d'une  petite  flamme,  soit  —  si  cela  presente  des  dif- 
ficultes  (en  secouant  ou  ecumant)  —  dans  un  sechoir  a  une 
temperature  convenable.  Ensuite,  on  procede  de  la  meme  fagon 
que  pour  I'analyse  des  substances  solides.  Apres  addition  de 
10  cc.  d'acide  sulfurique  concentre  et  d'une  dose  minime  (0^^,05 
a  o^r^i)  d'oxyde  cuivrique,  on  place  le  matras  sur  une  petite 
toile  metallique,  au-dessus  d'un  bee  d'Argand.  Cette  toile  me- 
tallique est  revetue  d'amiante,  ou  est  menagee  une  petite  decou- 
pure  circulaire  qui  permet  au  matras  de  reposer  directement 
sur  la  toile  metallique,  en  meme  temps  qu'il  est  protege  contre 
la  radiation  de  la  lampe.  On  fait  pencher  le  matras,  de  maniere 
que  le  col  repose  sur  un  support,  afin  d'empecher  les  eclabous- 
sures  pendant  le  chauffage.  —  D'abord  on  chaufife  tres  faible- 
ment,  et  Ton  agite  a  plusieurs  reprises  le  contenu  du  matras 
Jusqu'a  ce  que  le  tout  soit  entre  en  dissolution  et  que  le  liquide, 
qui  aura  alors  ordinairement  pris  une  couleur  foncee,  ait  presque 
atteint  le  point  d'ebullition.  Ensuite,  c'est-a-dire,  au  bout  de 
10  a  15  minutes,  on  chauffe  davantage,  jusqu'a  ce  que  le  liquide 
commence  a  bouillir,  apres  quoi  Ton  pent  regler  la  lampe  Argand 
de  maniere  a  permettre  au  contenu  du  matras  de  bouillir  legere- 
ment.  Apres  cela,  le  matras  ne  demande  ordinairement  pas  de 
surveillance  ulterieure  et  pent  rester  en  repos  jusqu'a  ce  que  le 
contenu    ait   pris    une   coloration    vert    pur   sans   nuance  brunatre, 
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ce  qui  prend  des  temps  tres  differents,  parce  que  cela  depend 
tant  de  la  nature  que  de  la  quantite  de  la  substance  traitee ; 
il  ne  faut  pourtant  jamais  faire  bouillir  pendant  moins  de 
3  heures,  meme  quand  le  liquide  aurait  pris  la  coloration 
verte  avant  I'expiration  de  ce 
terme.  (Voir  la  remarque  a 
la  page   128). 

Apres  avoir  fait  bouillir 
suffisamment  I'acidesulfurique, 
on  enleve  le  matras  et  le  place 
sur  une  assiette  couverte  de 
papierfiltre.  Puis,  on  oxyde 
aussitot  avec  du  permanganate 
de  potasse  sec  et  grossierement 
pulverise,  qu'on  seme  a  la 
spatule  dans  le  matras  jusqu'a 
ce  que,  agitant  la  matiere,  on 
la  voie  se  teindre  en  vert  fonce 
sale  grace  aux  combinaisons 
manganesiques  produites.  Apres 
repos  et  refroidissement,  on 
ajoute  de  I'eau  distillee,  ce 
qui  produit  naturellement  une 
elevation  de  temperature,  de 
sorte  qu'il  faut  encore  refroidir 
le  matras  avant  d'entreprendre 
la  distillation  en  presence  de 
lessive  de  sonde. 

La  figure  ci-contre  montre  I'appareil  distillatoire.  A  est  un 
matras  en  cuivre  sans  autres  soudures  que  celle  qu'on  pent  voir 
au  col  du  matras  dans  le  dessin.  Dans  ce  matras  on  verse  le 
melange  a  distiller.  On  rince  le  ballon  en  verre  par  environ 
V4  1.  d'eau.  Puis  on  ajoute  60  cc.  de  lessive  de  sonde  a  30%, 
et  place  le  matras  en  cuivre  aussi  vite  que  possible  dans  la 
position  montree  dans  la  figure.  Alors  on  distille  (sans  addition 
de  zinc),  en  retenant  a  I'aide  de  I'appareil  laveur  B  la  petite 
quantite  de  sonde  entrainee.  L'appareil  refroidisseur  se  compose 
d'un  tube  d'etain  droit  chemise  de  cuivre,  et  le  recipient,  qui 
renferme  15  cc.  d'acide  sulfurique  normal  a  env.  Vt,  est  un  ballon 
ordinaire  de  la  capacite  de  V^  1.  et  qui  porte  une  marque  gravee 
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indiquant  le  volume  lOO  cc.  On  interrompt  la  distillation  lorsque 
le  volume  du  produit  distille  a  atteint  lOO  cc,  ce  qui  demande 
moins  de   lo  minutes. 

Le  titrage  s'effectue  par  la  methode  ordinaire  de  dosage 
iodometrique  des  acides.  On  se  sert  d'une  solution  d'hyposulfite 
de  soude  norm,  au  ^/i4  (Vi4,04). 

Pour  cette  methode  extremement  rapide  et  pourtant  tres 
exacte,  nous  renvoyons  les  lecteurs  aux  communications  de 
Kjeldahl^),  ou  Ton  trouvera  une  description  complete  tant  de 
son  execution  que  de  la  preparation  et  la  conservation  de  la 
solution  employee  d'hyposulfite.  De  temps  en  temps  —  et  sur- 
tout  chaque  fois  qu'on  se  sert  de  nouveaux  reactifs  (acide  sul- 
furique  concentre  ou  lessive  de  soude)  —  on  fait  des  essais 
temoins  dans  lesquels  os^^S  de  sucre  de  canne  pur  est  traite 
d'une  maniere  identique  a  celle  dont  se  fait  une  analyse  reelle. 
—  Le  calcul  est  extremement  simple:  Si  dans  I'essai  temoin  les 
15  cc.  d'acide  sulfurique  norm,  a  env.  ^/t  exigent  a  cc.  de  solution 
d'hyposulfite,  tandis  qu'une  analyse  reelle  n'en  demande  que  b  cc, 
il  s'ensuit  que  la  quantite  pesee  de  I'analyse  a  renferme  a  -^  b  mgr. 
d'azote. 

Voila  comment  ont  ete  effectues  tous  les  dosages  ci-apres 
indiques,  sauf  la  variete  de  la  duree  de  I'ebullition  (pour  chaque 
essai,  on  trouvera  des  indications  precises  a  ce  sujet). 

1.   Creatine. 

On    a    employe    une    creatine    (puriss.  cryst.    Schuchardt, 

Goerlitz)    qui,    dessechee   dans   le   vide   a   une  temperature  de 

95^  jusqu'a  reduction  a  un  poids  constant,  n'a  perdu  que  9,82% 

d'eau,  tandis  que  le  calcul  en  demande  pour  une  molecule  d'eau 

de  cristallisation   12,07^/0. 

En  douze  heures,  1^1^,5229  perdirent  0^^1496  dans  le  vide  a  une 
temperature  de  95  ^,  mais  plus  rien  quand  on  poursuivit  la  dessiccation. 

•    Pour  une  teneur  en  eau  de  9,82%,  la  creatine  contient 

28,9570  d'azote. 

Par  la  methode  de  D  u  m  as  on  a  trouve  28,98%      — 

—  Kjeldahl       —        28,79%     —(28,65^28,94). 

o&'',i2  68  ont  donne  32'^'=>4o  d'azote,  mesure  a  18^  et  sous  une 
pression  de  750  mm. 

^)  Carlsb.  Lab.  Medd.   2,    Resume   fran^.  p.  9  (1883),    et    2,    Res.  frang.  p.  193 
(1888);   Zeitschr.  f.  analyt.  Chem.   22,   378  (1883),   et  31,   451   (^892). 
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Dosages  par  la  m^thode  Kjeldahl. 


des 
essais 


Quantites 

pesees  de 

substance, 

en  gr. 


Volumes  (en 
cc.)d'hypo- 
sulfite  cor- 
respondant 
aux  quan- 
tites d'am- 
moniaque 


Teneurs 

en 

azote 


Remarques 


0,0907 

0,0989 
0,0830 
0,0988 
0,0806 

0,0800 

0,0890 
0,0915 
0,0945 


26,05 

28,60 
23,80 
28,40 
23,30 

23,00 


28,72 

28,92 
28,68 
28.74 
28,91 

28,75 


25,50       I  28,65 

26,35  28,80 

27,35  28,94 

Moyenne:  28,79 


Faible  chauffage,  sans  ebullition,  la  nuitdurant; 
puis  legere  ebullition  pendant  quatre  heures. 

Additionne  de  oS'',i  de  sucre  de  canne' ;  chauffe 
et  bouilli  comme  K"i. 

Comme  N^  2. 

Additionne  de  oS^,2  de  sucre  de  canne;  chauffe 

et  bouilli  comme  N*' i. 

Comme  N°  2. 

Ajoute  qS'',!  de  sucre  de  canne.  Amene  en 
cinq  minutes  a  Tebullition,  puis  bouilli  pendant 
une  heure,  le  liquide  ayant  alors  pris  la  colo- 
ration verte  sans  teinte  brunatre. 

Comme  ^"6,  bouilli  pendant  2  heures. 

-  ■     6,       -  -         3       - 

Comme  !N°i,  c'est-a-dire,  sans  sucre  de  canne. 


II  ressort  de  quelques  ■  unes  de  ces  experiences  (N°^  6 — 8) 
que  la  creatine  est  du  nombre  des  substances  qui,  bouillies  avec 
I'acide  sulfurique  concentre,  perdent  facilement  et  vite  leur  azote 
sous  forme  d'ammoniaque. 


2.    Creatinine. 

Dans  ces  experiences  on  a  employe  une  creatinine  impure 
(Merck).  Tandis  que  le  calcul  avait  assigne  a  la  creatinine 
pure  une  teneur  en  azote  de  37,21^/0, 

on  a  trouve  par  la  methode  de  Dumas      34,39^0 

—  —  Kjeldahl  34,09^0  (33, 8i  a34,35). 

0^^1130  ont  donne  34 "^^^,0  d'azote,  mesure  a  18*^,9  et  sous  une 
pression  de  759  mm. 


*)  Pour  les  substances  qui,  comme  la  creatine,  sont  solubles  dans  I'acide  sul- 
furique concentre  et  que  Ton  peut  faire  bouillir  dans  cet  acide  sans  qu'elles 
se  carbonisent,  il  est  souvent  pratique  d'ajouter  une  petite  dose  d'une  sub- 
stance organique  non  azotee,  telle  que  le  sucre  de  canne,  qui  par  ebullition 
avec  I'acide  sulfurique  donne  une  forte  carbonisation.  Alors,  si  Ton  fait 
bouillir  jusqu'a  ce  que  le  liquide  ait  verdi  sans  brunir,  on  a  —  de  meme 
que  ceci  est  le  cas  pour  les  corps  azotes  qui,  chaufifes  avec  I'acide  sulfurique, 
se  carbonisent  —  un  signe  visible  que  la  decomposition  peut  etre  consideree 
comme  achevee. 
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Dosages  par  la  methode  Kjeldahl. 


Volumes  (en 

Nos 
des 

Quantites 

cc.)d'hypo- 

Teneurs 

pesees  de 

sulfite    cor- 
respondant 

en 

Re  marques 

essais 

substance, 

aux  quan- 

azote 

en  gr. 

tites  d'am- 

% 

moniaque 

lO 

O.II55 

39,35 

34,07 

Comme  N*'  i, 

c'est-a-dire,    sans  sucre  de  canne. 

II 

0,0673 

22,95 

34,10 

—        •     2, 

—    avecoS'',!  desucredecanne 

12 

0,0614 

20,95 

34,12 

—        -     2, 

• 

13 

0,0674 

23,15 

34,35 

—        -     2, 

—                            — 

14 

0,0675 

23,00 

34,07 

—        -     1 

15 

0,0695 

23.50 

33,81 

—        -     2 

Moyenne 

:   34,09 

3.    Acide  urique. 

On  a  employe  de  I'acide  urique,  dont  la  teneur  calculee  en 
azote  est  de  33j39Vo 

Par  la  methode  de  Dumas  on  a  trouve  33,48^0 

—  Kjeldahl       —  33,33%  (33,30  a  33,35). 

oS'',i2  2o  ont  donne  35^^,80  d'azote,  mesure  a  18^,4  et  sous 
756  mm.   de  pression. 

Dosages  d'apres  Kjeldahl. 

N°  16.  0^^,0907  ont  donne  une  quantite  d'ammoniaque  corres- 
pondant  a  3o<=c,2o  de  solution  d'hyposulfite  (33,30^/0  d'azote) 
(bouilli  comme  N°  i). 

N°  17.  oS'',o967  repondaient  a  32^^,25  de  solution  d'hypo- 
sulfite (33,35%  d'azote)  (bouilli  comme  N°  2). 


4.    Combinaisons  de  lysine. 

Quant  aux  combinaisons  pures  de  lysine  —  obtenues  par 
la  decomposition  de  substances  proteiques  — ,  nous  n'avons  eu 
loccasion  d'analyser  qu'une  seule,  a  savoir  la  combinaison  hy- 
dantoinique  preparee  par  le  precede  de  Herzog^)  a  I'aide  de 
I'isocyanate  de  phenyle  et  dont  la  teneur  theorique  en  azote  est  de 

15,33%. 
Par  la  methode  de  Kjeldahl  nous  avons  trouve   15,23%. 

N°  18.  qS'',  1363  ont  donne  une  quantite  d'ammoniaque  corres- 
pondant  a  20 '^'^,76  d'hyposulfite  (15,23%  d'azote)  (bouilli  lentement 
en  une  nuit  jusqu'a  obtention  du  vert  sans  brun). 

D'un    autre    cote,    nous   avons   examine   d'assez    nombreuses 


^)  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  34,   525  (1902). 
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combinaisons  preparees  par  voie  synthetique  et  qui,  bouillies  avec 
I'acide  sulfurique  concentre,  se  comporteront  certainement  tout 
comme  la  lysine  naturelle,  Ainsi,  il  y  a  quelque  temps,  I'un  de 
nous^)  a  decrit  une  serie  de  combinaisons  derivees  de  I'acide 
«-(5-diaminovalerique  et  dont  I'azote  pouvait  facilement  etre  dose 
par  la  methode  Kjeldahl.  Pareillement,  nous  avons  fait 
I'examen  de  quelques  composes  derives  de  I'acide  racemique 
a-£-diaminocaproique  (»lysine  rac.«)  que  nous  avions  egalement 
prepare  par  voie  synthetique^). 

Pour  les  experiences  effectuees  en  premier  lieu,  nous  nous 
sommes  servis  dun  »chlorure  rac.  de  lysine«  a  I'etat  brut. 
Tandis  que  le  calcul  avait  donne  pour  les  teneurs  en  chlore  et 
en  azote  respectivement  32,35^/0  et  12,81%,  nous  n'avons  trouve 
que  30,89^^/0  de  chlore  et 

d'apres  Dumas       12,63%  d'azote 

—       Kjeldahl   12,52%       —       (12,43  a   12,61). 

0^^,2260,  titres  avec  du  nitrate  d'argent  en  exces,  puis  filtres 
et  retitres  avec  une  solution  de  rhodanure  d'ammonium,  ont  demande 
ig'^'^jSa  d'une  solution  de  nitrate  d'argent  norm,  a  env.  ^/lo  (i  cc.  co 
S'^^SS?^  de  chlore),  correspondant  a  30,89^/0  de  chlore. 

0^^3137  donnerent  34*^^,60  d'azote,  mesure  a  18^,2  et  sous 
une  pression  de   758   mm.   (12,63^/0  d'azote). 

N<^  19.  0^^^,1914  ont  donne  une  quantite  d'ammoniaque  corres- 
pondant a  24'^^,i3  d'hyposulfite  (12,61  %  d'azote  (bouilli  comme  N°  i). 

N°  20.  oS'',2055  repondaient  a  25^*^,55  d'hyposulfite  (12,43% 
d'azote).  (Ayant  chasse  I'acide  chlorhydrique  a  I'aide  d'acide  sul- 
furique dilue,  nous  avons  ajoute  de  I'acide  sulfurique  concentre,  et 
fait  bouillir  de  la  meme  maniere  que  pour  N°  i). 

Les  combinaisons  de  lysine  sont,  en  effet,  du  nombre  des 
substances  qui,  par  ebullition  avec  I'acide  sulfurique  cone,  aban- 
donnent  assez  difficilement  tout  leur  azote  sous  forme  d'ammo- 
niaque. Nous  nous  en  sommes  convaincus  par  deux  experiences 
oil  la  duree  de  I'ebullition  a  ete  reduite  a  2  heures;  une  addi- 
tion d'acide  phosphotungstique  n'y  a  rien  change^). 

N°  21.  oe'',i773  ont  donne  une  quantite  d'ammoniaque  corres- 
pondant  a   2i,c'^75   d'hyposulfite  (12,27%  d'azote).    (Apres  1%  heure 


^)  S.  P.  L.  Sorensen,  Comptes-rendus  du  Labor,  de  Carlsb.,  Vol.  6,  p.  32(1903). 
^)  Quant  a  la  preparation  de    I'acide    a  e-diaminocaproique    racemique,    on  trou- 

vera  des  renseignements  provisoires   a    ce    sujet   dans    le   chapitre  qui  termine 

le  memoire  qu'on  vient  de  citer  (page  60). 
3)  Conferez  Henderson,  Zeitschr.  f.  physiol.  Chem.  29,   322  (^1900). 
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d'ebullition,  le  liquide  etait  d'un  vert  exempt  de  brun;  I'ebullition 
n'a  dure  que  2  heures  en  tout). 

N°  22.  0^^177 1  repondaient  a  21^^,70  d'hyposulfite  (12,25% 
d'azote).  (On  avait  ajoute  3  cc.  d'une  solution  phosphotungstique 
aqueuse  a  50V0,  et  la  duree  totale  de  ebullition  n'etait  que 
de  2  heures). 

Apres  une  recristallisation  convenable,  le  »chlorure  racemique 

de  lysine*   s'est  trouve  pur. 

Trouve:     32,08%  de  chlore  et   12,74%  d'azote. 
Calcule:     32,35%         —  -    12,81%       — 

oS'',  1438  demandaient,  au  titrage  fait  comme  ci-dessus,  12^^,90 
de  la  solution  susmentionnee  de  nitrate  d'argent,  correspondant  a 
32,08^/0  de  chlore. 

N°  23.  0^^1925  ont  donne  une  quantite  d'ammoniaque  corres- 
pondant a  24^*^,52  d'hyposulfite  (12,74%  d'azote).  (Apres  deux 
heures  d'ebullition,  la  solution  etait  d'un  vert  pur  sans  brun;  puis, 
on  a  continue  I'ebullition  pendant  trois  heures). 

En  partant  du  chlorure  non  recristallise  de  lysine,  nous 
avons  prepare,  par  le  precede  de  Herzog^),  la  combinaison  de 
phenylisocyanate  de  lysine  et  ensuite  le  compose  hydan- 
toinique;  la  teneur  en  azote  de  ce  dernier  determinee  par  la 
methode  Kjeldahl  etait  de  15,18^/0,  la  theorie  ayant  donne 
15,33^0. 

N°  24.  osr,i^o'j  ont  donne  une  quantite  d'ammoniaque  corres- 
pondant a  22^^*^,87  d'hyposulfite  (15,18^/0  d'azote)  (en  faisant  bou- 
illir  legerement  pendant  la  nuit,  jusqu'a  coloration  en  vert  pur). 

Les  experiences  qu'on  vient  de  decrire  ont  pour 
resultat  que  la  methode  de  Kjeldahl  s'adapte  tres  bien 
a  I'analyse  des  composes  dont  il  s'agit  ici;  dans  le  cas 
present  comme  d'habitude,  la  methode  Kjeldahl  donne 
des  resultats  trop  faibles  d'une  quantite  a  peu  pres 
inappreciable,  de  meme  que  ceux  de  la  methode  Du- 
mas pechent  par  un  tres  leger  exces. 


^)  Voir  Tendroit  cite. 

Septembre  igoj. 


ETUDES  SUR 

LA  SYNTHESE  DES  ACIDES  AMINES 


PAR 

S.  P.  L.  S0RENSEN. 


V.    Acide  «-amino-^-oxyvalerique. 

Jusqu'a  ces  dernieres  annees,  la  serine  etait  le  seul  representant 
connu  du  groupe  des  acides  oxyamines,  groupe  appartenant 
aux  produits  de  dedoublement  des  substances  proteines ;  encore 
n'en  avait-on  demontre  I'existence  que  par  la  decomposition 
d'une  seule  substance,  savoir  la  sericine^).  Les  recherches 
faites  ces  dernieres  annees  ont  modifie  cet  etat  de  choses 
d'une  maniere  essentielle.  C'est  ainsi  que  E.  Fischer  et  ses 
collaborateurs  sont  parvenus  a  reveler  I'existence  de  la  serine 
parmi  les  produits  de  dedoublement  des  substances  proteiques 
les  plus  diverses,  notamment  la  fibroine^),  la  corne^),  I'oxyhemo- 
globine*),  la  serum-albumine^),  I'edestine^),  la  caseine^)  et  la  ge- 
latine^). Kossel  et  Dakin^)  avaient  meme  trouve  la  serine 
dans  les  moins  complexes  des  substances  proteiques  jusqu'ici 
connues:  les  protamines  salmine  et  clupeine,  Parmi  les  produits 
de  dedoublement,  on  a  rencontre  egalement  de  nouveaux  acides 
oxyamines.     C'est   ainsi    que   E.  Fischer   a    decouvert,    d'abord 


Cramer:  Journ.  prakt.  Chemie  96,  76  (1865). 


1  Fischer  et  Aladar  Skita:   Zeitschr.  physiol.  Ch.  35,  221  (1902). 

1  Fischer  et  Th.  Dorpinghaus:   ibid.  36,  462  (1902). 

1  Abderhalden:   ibid.  37,  484  (1903). 

1  Abderhalden:   ibid.  37,  495  (1903). 

1  Abderhalden:   ibid.  37,  499  (1903). 

1  Fischer:  ibid.  39,  155  (1903)- 

1  Fischer  et  Emil  Abderhalden:   ibid.  42,  543  (1904^. 
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dans  la  colle^)  et  plus  tard  dans  la  caseine^),  I'acide  a-p^'rro- 
lidinecarbonique  trouve  par  Emil  Abd  erhalden^),  d'apres  le 
precede  de  Fischer,  dans  roxyhemoglobine  et  I'edestine.  A.  Orgler 
et  C.  Neuberg*)  ont  signale  un  acide  tetraoxyaminocaproique 
parmi  les  produits  de  dedoublement  de  la  chondrosine,  et  enfin, 
I'annee  qui  vient  de  s'ecouler,  plusieurs  chimistes  ont  declare 
avoir  trouve,  parmi  les  produits  de  decomposition  de  substances 
proteiques,  des  oxyacides  amines,  ordinairement  de  constitution 
inconnue  et  derives  d'acides  assez  riches  en  carbone.  C'est 
ainsi  que  Zd.  H.  Skraup^)  croit  avoir  obtenu  par  hydrolyse  de 
la  caseine  avec  I'acide  chlorhydrique,  entre  autres  produits,  les 
acides  suivants:  I'acide  oxyaminosuccinique,  I'acide  dioxydiamino- 
suberique,  un  acide  »caseanique« ,  C9H16N2O7,  qu'on  doit 
vraisemblablement  considerer  comme  un  oxyacide  diamine  tri- 
basique,  et  enfin  un  acide  ')caseinique«  C12H24N2O5,  qui  se 
presentait  sous  deux  modifications  differentes  et  qui  etait  pro- 
bablement  un  oxyacide  diamine  bibasique.  Par  hydrolyse  de 
la  caseine  egalement,  mais  avec  I'aide  de  I'acide  sulfurique, 
E.  Fischer  et  E.  Abderhalden^)  ont  prepare  un  acide, 
C12  H26  N2  O5,  qu'ils  supposent  etre  de  I'acide  diaminotrioxydo- 
decylique.  Enfin  J.  Wohlgemuth^)  pense  avoir  trouve,  par  hy- 
drolyse de  la  nucleoproteide  du  foie,  les  acides  oxyaminosube- 
rique  et  oxydiaminosebacique.  Cependant,  la  decouverte  des 
acides  oxyamines  assez  nombreux,  que  nous  venons  d'enumerer, 
parmi  les  produits  de  dedoublement  des  substances  proteiques, 
ainsi  que  la  frequence  dans  la  molecule  proteique  de  la  serine 
(terme  initial  et  de  constitution  la  plus  simple  du  groupe  des 
oxyacides  amines),  laissent  presumer  que  lesdits  produits  de 
dedoublement  pourraient  bien,  outre  les  acides  oxyamines  men- 
tionnes  ci-dessus,  en  comprendre  d'autres  plus  rapproches  de  la 
serine.  C'est  ce  qui  me  fait  croire  a  I'importance  d'une  methode 
pour  la  preparation  synthetique  des  acides  oxyamines  analogues 
a  la  serine,  et  dans  ce  qui  va  suivre,  on  trouvera  une  description 


1)  Ber.  d.  deutsch.  chem.  Ges.  35,  2660  et  3785  (1902). 

2)  Zeitschr.  physiol.  Ch.  39,  155   (1903). 
-^)  Ibid.  37,  484  et  499  (1903). 

*)  Ibid.  37,  418  (1903). 

^)  Ber,  d.  deutsch.  chem.  Ges.  37,  1596(1904)  et  Zeitschr.  physiol.  Ch.42,  274  (1904). 

")  Zeitschr.  physiol.  Ch.  42,   540  (1904). 

')  Ber.  d.  deutsch.  chem.  Ges.  37,  4362  (1904). 
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detaillee  d'une  telle  methode,  precedee  d'un  aperqu  sommaire  des 
syntheses  les  plus  importantes  des  acides  oxyamines  anterieure- 
ment  publiees. 

En    employant    la    reaction   Strecker    bien    connue,    c'est-a 
dire    une   addition    d'ammoniaque   et    d'acide    cyanhydrique  a  un 
aldehyde,    puis    une   transformation    du    groupe   nitrile   en    carbo- 
xyle,    E.  Fischer   et    H.  Leuchs^)    ont   prepare    la   serine  syn- 
thetiquement    en    partant    de    I'aldehyde    glycolique.      En   meme 
temps,    a   partir   de    I'acide   //-chlorolactique  et  de  I'ammoniaque, 
ils  ont  prepare  I'isoserine,    et   par   reduction  de  cette  derniere  et 
de  la   serine   au    moyen    d'acide    iodhydrique,    ils    ont    obtenu   et 
I'acide   a-    et   I'acide   /j»-aminopropionique,    de    sorte    qu'on    peut 
des   maintenant   considerer   comme    etablie    la   constitution   de  la 
serine   aussi    bien   que    celle   de   I'isoserine.     Dans   la  preparation 
de   la   serine   avec   I'aldehyde   glycolique,    le    rendement   fut  peu 
considerable    (9  Vo  de  la  theorie);    mais   avec    d'autres   aldehydes 
la   methode   a   donne    de   meilleurs    resultats:    c'est  ainsi  qu'avec 
I'aldol   ils    ont   obtenu  I'acide  a-amino-j^'-oxyvalerique  (rendement 
30  Vo);    avec   la   galactose,    I'acide   galaheptosamique  (rendement 
20  a  25  Vo);    avec  I'arabinose  g.  et   plus   tard^)    avec   I'arabinose 
dr.,    les    importants    acides   glucosamiques   g.    et   dr.    (rendement 
env.  10  Vo);    le  dernier  a  pu  etre  reduit  en  glucosamine  dr.,  deja 
connue  comme  un  produit  de  dedoublement,  plus  particulierement 
des   glucoproteides.     Par    un   procede   semblable,    c'est-a-dire   en 
traitant    de    la    glucosamine    dr.    par    de    I'acide    cyanhydrique, 
C.  Neuberg  et  H.  Wolff  ^)  ont  prepare  les  deux  acides  /^  ami- 
noglucoheptosamiques  dr.  qu'on  peut  obtenir  par  ce  procede. 

Par  un  procede  different  du  precedent,  on  a  egalement 
realise  la  synthese  de  la  serine.  Par  condensation  de  I'ether  for- 
mique  et  de  I'ether  hippurique  avec  I'ethylate  de  sodium,  E. 
Erlenmeyer  jeune  et  F.  Stoop*)  ont  obtenu  le  sel  de  so- 
dium de  I'ether  oxymethylenehippurique: 

HCOOC2H5  +  NaOCsHs  =NaO-HC(OC2H6)2 

et  NaO.CH(OC2H5)2  -fH2C<cooc!H5^' 
=  NaO.CH:C<ggQgQS-^--f-2C,H,OH. 


^)  Ber.  d.  deutsch.  chem.  Ges.  35,   3787   (1902). 
2)  Ibid.  36,  24  (1903). 

^)  Ibid.  35,  4018  (1902)  et  36,  618  (1903). 
*)  Ibid.  35,  3769  (1902). 
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L'ether  oxymethylenehippurique  libre  fut  reduit  en  solution 
etheree  par  I'amalgame  d'aluminium  en  presence  d'eau  ajoutee 
peu  a  peu : 

HO  .  CH  .  C-.(3QQQ^  ^^        +  H.  -  HO  •  OH2  •  OH<^QQ(3^  ^^^ 

L'ether  benzoylserique  obtenu,  chauffe  avec  I'acide  sulfurique 
etendu,  a  donne  de  la  serine. 

Enfin  A.  Ellinger^)  et,  independamment  de  lui,  C.  Neu- 
berg  et  M.  Silbermann^)  ont  cherche  en  meme  temps  a  pre- 
parer la  serine  avec  de  I'acide  diaminopropionique  en  faisant  agir 
sur  le  sel  chlorhydrique  ou  bromhydrique  (de  I'acide  diamino- 
propionique) la  quantite  de  nitrite  d'argent  correspondante  a  I'un 
des  deux  groupes  amines;  mais  cette  reaction  a  toujours  donne 
de  I'isoserine  (rendement  50^/0  de  la  theorie).  Dans  son  me- 
moire  El  linger  dit  qu'il  a  I'intention  de  continuer  ces  essais 
en  partant  de  I'ornithine  et  de  la  lysine;  on  verra  alors  si  meme 
dans  ces  cas  I'acide  nitreux  porte  exclusivement  sur  le  groupe- 
ment  amine  en  position  a,  ce  qui  vraisemblablement  rendrait 
impossible  I'obtention  par  ce  procede  des  oxyacides  a-amines. 

La  methode  employee  par  moi  contraste  avec  celle  que  je 
viens  d'exposer,  en  ce  sens  qu'a  I'instar  de  mes  syntheses  ante- 
rieures  des  acides  amines^)  je  me  suis  adresse  a  l'ether  phtali- 
midomalonique,  qui  ne  pent  fournir  que  des  composes  a-amines. 
L'acide  amine  dont  la  preparation  et  les  proprietes  font  I'objet 
du  present  memoire,  est  I'acide  a-amino-^- oxyvalerique.  Get 
acide  me  parut  offrir  un  interet  tout  particulier,  en  raison  des 
faits  suivants:  En  premier  lieu,  il  contient  cinq  atomes  de  car- 
bone  lies  en  serie,  phenomene  que  Ton  retrouve  chez  quelques- 
uns  des  plus  importants  produits  de  decomposition  des  proteines 
(la  leucine,  I'acide  glutamique,  I'arginine  et  I'acide  pyrrolidine- 
a-carbonique);  en  second  lieu,  je  croyais  possible  de  trouver 
dans  cet  acide  oxyamine  la  substance  mere  de  I'acide  pyrroli- 
dine-a-carbonique  qui,  d'apres  les  recherches  de  E.  Fischer,  se 
rencontre  constamment  parmi  les  produits  de  dedoublement  des 
proteines.  II  est  vrai  que  les  travaux  tres  interessants  de  E. 
Fischer  et  E.  Abderhalden*)    ont  demontre  que  I'acide  pyr- 


^)  Ber.  d.  deutsch.  chem.  Ges.  37,  335   (1904). 

2)  ibid.  37,  341  (1904)- 

^)  Ces  memes  Comptes-rendus  6,    i   (1902). 

*)  Zeitschr.  physiol.  Ch.  39,   81    (1903)  et  40,   215   (1903). 
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rolidine-a-carbonique  peut  se  rencontrer  entre  les  produits  de 
dedoublement  de  la  caseine,  meme  si  Ton  a  evite  tout  traite- 
ment  par  des  acides  ou  des  alcalis  forts;  mais  meme  par  Taction 
combinee  de  la  pepsine  plus  de  I'acide  chlorhydrique  et  de  la 
pancreatine  les  auteurs  n'ont  pu  obtenir  plus  d'une  partie  de  la 
quantite  d'acide  pyrrolidine-a-carbonique  que  fournit  la  caseine 
dans  un  dedoublement  ordinaire  avec  un  acide.  Sans  doute  une 
partie  de  I'acide  pyrrolidine-a-carbonique  se  trouve  dans  le  »po- 
lypeptide«  restant  non  digere  et  en  petite  quantite,  apres  un  traite- 
ment  par  la  pepsine  et  par  la  trypsine.  E.  Fischer  et  E.  Ab- 
derhalden  ne  disent  pas  quelle  quantite  de  »polypeptide«  ils 
ont  trouvee  dans  leurs  experiences  susmentionnees;  mais  des  ex- 
periences de  digestion  de  la  caseine  executees  de  la  meme 
maniere,  quoique  dans  une  autre  intention,  soit  avec  de  la  pan- 
creatine seule,  soit  avec  de  la  pepsine  et  ensuite  avec  de  la 
pancreatine,  ont  donne  a  E.  Abderhalden  et  P.  Rona^)  une 
teneur  en  »polypeptide«  indigeste  de  15  Vo  dans  le  premier  cas, 
tandis  que  dans  le  second  elle  etait  de  8  Vo  seulement  du  poids 
de  la  caseine.  C'est  pourquoi  il  me  semble  qu'on  n'a  pas 
encore  resolu  d'une  maniere  satisfaisante  cette  question  tres 
importante:  si,  oui  ou  non,  I'acide  pyrrolidine-a-carbonique  est 
un  produit  primaire  de  dedoublement.  II  ne  decoule  pas  de  ces 
faits  que  I'acide  pyrrolidine-a-carbonique  soit  contenu  comme  tel 
dans  la  molecule  proteique;  au  eontraire,  on  peut  les  expliquer 
en  admettant  la  supposition  faite  par  Fischer  dans  le  premier 
de  tous  ses  memoires  sur  ce  sujet,  a  savoir  que  ledit  acide  est 
un  produit  secondaire  provenant  d'une  fermeture  de  la  chaine 
d'un  derive  1.4  de  I'acide  valerique^).  Evidemment  cette  ferme- 
ture se  produit  sur  une  plus  grande  echelle  par  dedoublement 
avec  de  I'acide  chlorhydrique  fort  que  par  scission  d'enzymes. 
Ainsi  qu'il  ressort  de  ce  qui  va  suivre,  I'evaporation  avec  de 
I'acide  chlorhydrique  convertit  I'acide  a-amino-^-oxyvalerique  en 
acide  pyrrolidine-a-carbonique,  non  integralement,  il  est  vrai, 
mais  en  quantite  considerable.  Par  consequent,  il  se  pourrait 
qu'un  groupement  de  ce  genre  faisant  partie  de  la  molecule 
proteique  fut  la  substance  mere  de  I'acide  pyrrolidine-a-carbo- 
nique; mais  il  va  de  soi  qu'il  faut  alors  etablir  la  presence  de 
I'acide  a-amino-^-oxyvalerique   parmi    les    produits   de    dedouble- 

^)  Zeitschr.  physiol.  Ch.  42,   528  (1904). 
2j  ibid.  33,  169  (1901). 

10 
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ment  si  Ton  veut  arriver  a  quelque  chose  de  plus  qu'une  simple 
hypothese.  Dans  le  but  d'eclaircir  cette  question,  M.  Jessen- 
H an  sen  vient  d'ailleurs  de  commencer  des  experiences  dans  notre 
laboratoire. 

La  preparation  de  I'acide  a-amino-^-oxyvalerique  a  partir  de 
I'ether  phtalimidomalonique  se  rattache  etroitement  aux  syntheses 
que  j'ai  decrites  dans  un  memoire  anterieur.  En  traitant  de 
I'ether  phtalimido-sodomalonique  par  un  grand  exces  de  bromure 
de  trinaethylene,  il  se  forme  de  I'ether  7-bromopropyle-phtalimido- 
malonique,  qu'on  debarrasse  de  I'exces  de  bromure  de  trimethy- 
lene  par  distillation  a  vapeur  d'eau.  La  derive  bromopropylique 
ainsi  forme  est  transforme  par  ebullition  avec  de  I'acetate  de 
potassium  en  acetate  correspondant  qui,  traite  par  une  lessive  de 
sonde,  puis  evapore  en  presence  de  I'acide  chlorhydrique,  fournit 
le  sel  chlorhydrique  de  I'acide  oxyamine  cherche.  Les  reactions 
auxquelles  ces  operations  donnent  lieu  sont  les  suivantes: 

COOC2H5 

I      Na 

CC,  /CO^^  ,^    +  Br .  CH. .  CH2  CH2  •  Br 
I     N<(3Q>C6H4 

COOC2H5 

(a)  COOCo  H5 

1     CH2-CH..CHo-Br 
=  NaBr.  +  C<        CO 

COOC2H5. 

Traite  par  I'acetate  de  potassium,  ce  dernier  compose  donne 
du  bromure  de  potassium  et  le  derive  acetique 

COOC2  H5 
1     ,CH2  •  CH.  •  CH2  •  O  •  CO  .  CH3 

V^N<^^^C,H, 

COOC2H5, 

qui,    chauffe    avec    de    I'hydroxyde    de    sodium,    se    decompose 

comme  suit: 

COOC2  H5 

I     CH.  •  CH2  •  CH2  •  O  •  CO  •  CH3 
C\         CO  +4NaOH        ' 

COOC2H5 

(b)  COONa 

I  ^CH<,.CH.,-CH..OH 
=  CH3 .  CO  •  ONa  +  2  C,  H5  OH  +  C<nh"  CO  -Ce  H;.CO-ONa. 

COONa. 


M3 

L'acide  correspondant  a  ce  sel  sodique,  se  decompose  a 
I'evaporation  avec  de  l'acide  chlorhydrique,  comme  suit: 

COOH 

I  ^CH..CH.,-CH..OH  ^   ^ 

Y  ^NH  .  CO  •  Ce  H4 .  CO  .  OH  ."^  ^2  ^ 
COOH 

(c)  CH2-CH,.CH,.0H 

=  CO2  +  CH  •  NH2  +  Ce  H4  (C00H)2. 

COOH 

acide  a-amino-c)-oxyvalerique. 

Releguant  aux  parties  suivantes  du  present  memoire  les  details 
de  cette  methode,  je  vais  faire  ici  quelques  remarques  se  rapportant 
surtout  a  la  marche  plus  ou  moins  complete  de  ces  reactions. 

Le  rendement  en  ether  7-bromopropyle-phtalimidomalonique 
etait  d'environ  75  ^/o  de  la  theorie,  de  sorte  que  la  reaction  sui- 
vant  I'equation  (a)  n'est  pas  tout  a  fait  quantitative.  Je  n'ai  pas 
reussi  a  separer  le  bromure  d'avec  le  produit  accessoire  forme 
en  meme  temps:  j'ai  du  me  servir,  sans  le  purifier,  du  melange 
obtenu,  une  espece  d'huile  jauiTatre,  qui  m'a  servi  de  point  de  de- 
part pour  les  reactions  suivantes.  C'est  pourquoi  il  etait  impor- 
tant pour  moi  d'etablir  la  nature  du  produit  accessoire,  ou  plu- 
tot  des  produits  auxquels  il  avait  donne  naissance  dans  un  traite- 
mcnt  a  la  lessive  de  sonde  et  a  l'acide  chlorhydrique,  produits 
qui  se  presentaient  sous  forme  d'impuretes  souillant  l'acide  a-ami- 
no-^-oxyvalerique  brut.  Dans  une  reaction  comme  celle  qu'ex- 
prime  I'equation  (a)  on  devrait  s'attendre  a  obtenir  comme  pro- 
duit accessoire  une  combinaison  dans  laquelle  les  deux  atomes 
de  brome  du  bromure  de  trimethylene  fussent  remplaces  par  le 
reste  de  I'ether  phtalimidomalonique : 

COOC2  H5  COOC2  Hg 

I^CH,-CH2-CH2N^  I 

^\N<^g>CeH,      y\N<^g>CeH, 
COOC2H5  COOC2H5. 

Comme  on  le  voit  facilement,  cette  combinaison  dedoublee 
au  moyen  de  I'hydroxyde  de  sodium  et  de  l'acide  chlorhydrique 
(comp.  les  equations  (b)  et  (c))    donnerait  de  l'acide  a-e-diamino- 

10* 
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pimelique  (voir  aussi  p.  147);  mais  cet  acide,  dont  il  est  facile 
de  reconnaitre  la  presence,  parce  qu'il  fournit  un  sel  cuivrique 
presque  insoluble,  ne  se  trouve  dans  I'acide  oxyamine  brut 
qu'en  proportions  tres  minimes  (v.  p.  160).  D'un  autre  cote,  on 
a  pu  reconnaitre  dans  ce  dernier  de  la  glycocolle,  dont  la  for- 
mation s'explique  le  mieux  en  admettant  un  contenu  d'ether 
phtalimidomalonique  inaltere  ou  regenere  dans  Tether  7-bromo- 
propyle-phtalimidomalonique.  En  effet,  il  ne  serait  pas  etrange 
que  Tether  phtalimido-sodomalonique,  chauffe  jusqu'a  160^ — 170^ 
en  presence  du  bromure  de  trimethylene,  put  enlever  a  ce  der- 
nier du  bromure  d'hydrogene  en  donnant  naissance  a  du  bro- 
mure de  sodium,  de  Tether  phtalimidomalonique  libre  et  du 
bromure  d'allyle,  ou  (au  cas  ou  deux  molecules  de  bromure 
d'hydrogene  seraient  enlevees)  de  Tallylene  s^^metrique.  Cepen- 
dant  on  a  pu  constater  que  dans  cette  reaction  il  n'y  a  pas  eu 
degagement  de  gaz,  du  moins  pas  en  quantite  suffisante  pour 
expliquer  la  marche  anormale  de  la  reaction,  de  meme  qu'on  n'a 
pu  reconnaitre  la  formation  de  bromure  d'alhie  qu'en  propor- 
tions minimes.  Sans  doute  on  pourrait  se  figurer  le  bromure 
d'allyle  reagissant  avec  une  autre  quantite  d'ether  phtalimido- 
sodomalonique,  ou  bien  ce  dernier  enlevant  le  bromure  d'h}dro- 
gene  de  Tether  7-bromopropyle-phtalimidomalonique  deja  forme, 
dans  les  deux  cas  avec  formation  d'ether  allyle-phtalimidomaloni- 
que  qui,  par  decomposition  avec  de  Thydrox\de  de  sodium  et 
de  Tacide  chlorh}'drique,  fournirait  de  la  glycocolle  allylique: 

m:j^^^2  •  ^H  :  CHg 

COOH, 

mais  ce  compose,  aussi  facile  a  deceler  (v.  p.  186),  ne  se  trouve 
pas  non  plus  dans  Toxyacide  amine  brut.  Par  consequent,  on 
a  pu  seulement  etablir  ce  fait  que  la  masse  principale  du  pro- 
duit  accessoire  forme  en  meme  temps  que  Tether  j'-bromopropyle- 
phtalimidomalonique  est  de  constitution  telle  qu'une  scission 
ulterieure  donne  de  la  glycocolle.  Meme  si  le  rendement  en 
bromure  (env.  75  ^/o)  doit  etre  considere  comme  tres  satisfaisant 
dans  la  preparation  d'une  substance  ofganique,  cette  particularite 
qu'on  n'a  pu  separer  le  bromure  d'avec  Timpurete  qui  le  souil- 
lait,  a  pour  consequence  que  la  glycocolle,  a  laquelle  cette  der- 
niere  donne  naissance,  cree  plus  tard  des  difficultes  dans  la  pre- 
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paration  de  I'oxyacide  amine  pur.  Comme  on  verra  plus  loin 
dans  la  description  detaillee  de  la  purification  de  I'acide  oxy- 
amine  brut,  on  est  parvenu,  sans  beaucoup  de  difficultes,  a 
surmonter  ces  obstacles  par  la  preparation  du  sel  de  cuivre  de 
I'acide. 

Pour  ce  qui  concerne  la  seconde  partie  de  la  reaction,  soit 
le  traitement  du  bromure  par  I'acetate  de  potassium,  avec  de- 
composition subsequente  du  produit  forme  avec  de  I'hydroxyde 
de  sodium  et  de  I'acide  chlorhydrique,  il  est  a  remarquer  qu'elle 
n'est  pas  tout  a  fait  quantitative  ni  elle  non  plus;  car  15 — 20^/0 
de  I'acide  oxyamine  cherche  se  convertit  en  acide  pyrrolidine-a- 
carbonique.  Maintenant  la  question  est  de  savoir  a  quel  stade 
de  la  reaction  cette  formation  d'acide  pyrrolidine-a-carbonique  a 
lieu.  Un  examen  attentif  des  equations  donnees  a  la  page  142 
fera  voir  que  la  formation  d'un  derive  de  I'acide  pyrrolidine-a-car- 
bonique est  difficilement  realisable  tant  que  le  groupement 
phtalimide  inaltere  fait  partie  de  la  molecule.  Ce  n'est  qu'a  la 
suite  de  la  rupture  de  ce  groupe  par  traitement  avec  de  I'hy- 
droxyde  de  sodium  qu'on  est  naturellement  amene  a  imaginer 
une  fermeture  de  la  chaine  pendant  le  chauffage  subsequent  en 
presence  de  I'acide  chlorhydrique;  car  alors  I'equation  (c)  subira 
la  modification  suivante: 


COOH 

I 
C 


CH2  •  CH2  •  CHo  • ;  OH 


NHi.CO-CsH^.COOH 
COOH 

CH2  •  CH2  •  CH2 

=  CO2  +  CH  —  NH  +  Ce  H4  (C00H)2. 

i 
COOH. 

Nous  avons  deja  indique^)  que  I'acide  a-amino-^-ox)'valerique 
libre  meme,  chauffe  en  presence  de  I'acide  chlorhydrique,  peut 
etre  transforme  en  acide  pyrrolidine-a-carbonique,  d'ou  il  resulte 
qu'il  est  probable  que  partie,  si  non  la  totalite  de  I'acide  p>rro- 
lidine-a-carbonique,  s'est  formee  de  cette  fa^on.  Dun  autre  cote, 
le  dedoublement  que  je  viens  de  signaler  de  la  combinaison 
phtalique,  me  semble  etre  d'une  telle  simplicite  que  j'ai  cru  de- 
voir y  attirer  I'attention  a  elle  aussi;    de  plus,    on  a  affaire  ici  a 

^)   Pour  les   details,   voir  la  3me  partie  de  ce  memoire. 
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des  conditions  analogues  a  celles  dans  lesquelles  un  dedouble- 
ment  de  proteine  est  cense  avoir  lieu;  car  la  aussi,  le  groupe 
NH  avant  la  scission,  est  probablement  rattache  a  un  groupe  CO. 
Enfin  on  pourrait  peiiser  que  I'acide  pyrrolidine-a-carbonique 
avait  pris  naissance  par  une  transposition  de  la  glycocoUe  ally- 
lique  de  formation  primaire,  transposition  rendue  probable  par 
un  simple  examen  des  formules  que  voici: 

CH2  •  CH  :  CH2  CH2  •  CH2  •  CH2 

I  •         I  / 

CH-NH.  ^  CH-NH 

I  ■  I 

COOH  COOH 

GlycocoUe  allylique        Acide   pyrrolidine-«-carbonique. 

Si  maintenant  on  considere  que  dans  la  preparation  de 
I'ether  7-bromopropyle-phtalimidomalonique,  il  se  forme  en  meme 
temps  environ  25  ^/o  d'une  combinaison  produisant  de  la  glyco- 
coUe, et  que  I'acide  oxyamine  brut  contient  une  quantite  a  peu 
pres  correspondante  d'acide  pyrrolidine-a-carbonique,  on  verra 
qu'il  est  naturel  de  croire  a  une  cause  commune  qui  puisse  ex- 
pliquer  les  deux  phenomenes.  Nous  avons  vu  dans  ce  qui 
precede  qu'il  serait  naturel  d'admettre  une  reaction  du  bromure 
de  trimethylene  sur  Tether  phtalimido-sodomalonique  avec  for- 
mation du  bromure  de  sodium,  du  bromure  d'allyle  et  de  I'ether 
phtalimidomalonique  libre  fournissant  la  glycocoUe,  et  nous  avons 
egalement  vu  qu'avec  une  autre  partie  de  I'ether  phtalimido- 
sodomalonique  le  bromure  d'allyle  pourrait  fournir  une  combi- 
naison qui,  scindee  ulterieurement,  devrait  donner  de  la  glyco- 
coUe allylique.  Or,  si  cette  derniere  pouvait  etre  convertie  en 
acide  p>Trolidine-a-carbonique,  on  parviendrait  a  se  rendre  aise- 
ment  compte  de  toutes  les  reactions  en  question.  Mais  cette 
conjecture  ne  s'accorde  point  avec  les  faits  etablis:  ainsi  qu'on 
va  le  voir  vers  la  fin  de  ce  memoire,  on  pent  facilement  obtenir 
I'ether  allyle-phtalimidomalonique  en  traitant  I'ether  phtalimido- 
sodomalonique  par  I'iodure  d'allyle,  et  la  glycocoUe  allylique 
obtenue  au  moyen  du  dedoublement  subsequent  par  I'hydroxyde 
de  sodium  et  I'acide  chlorhydrique  presente  des  proprietes  fort 
differentes  de  celles  de  I'acide  p)Trolidine-a-carbonique  et  ne 
parait  nullement  disposee  a  se  changer  en  cet  acide.  Cest  done 
par  pur  hasard  que  les  sul)stances  fournissant  de  la  glycocoUe, 
d'une  part  et,    de  I'autre,    I'acide  pyrrolidine-a-carbonique,    corre- 
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spondent  passablement  bien  comme  quantite;  la  genese  de  celles-la 
n'a  pas  encore  ete  eclaircie,  tandis  que  celle  de  I'acide  p\rro- 
lidine-a-carbonique  a  probablement  lieu  comme  on  I'a  indique 
plus  haut  (voir  p.  145). 

En  traitant  d'une  maniere  convenable  deux  molecules-gram- 
mes d'ether  phtalimido-sodomalonique  par  une  molecule-gramme 
de  bromure  de  trimethylene,  on  obtient  I'ether  trimethylene- 
diphtalimidomalonique  ci-dessus  nomme  (voir  p.  143),  et  qui  par 
decomposition  au  moyen  d'hydroxyde  de  sodium,  puis  evapora- 
tion en  presence  d'acide  chlorhydrique,  fournit  I'acide  a-e-diamino- 
pimelique.  En  operant  d'une  maniere  tout  a  fait  analogue,  mais 
en  remplagant  le  bromure  de  thrimethylene  par  du  bromure 
d'ethylene  ou  de  I'iodure  de  methylene,  je  suis  arrive  a  preparer 
I'acide  a-£-diaminoadipique  respectivement  a-}^-diaminoglutarique. 
Enfin  j'espere  obtenir  I'acide  a-/i-diaminosuccinique  a  partir  de 
Tether  diphtalimidomalonique: 

COOC.Hs  COOC0H5 

I  I 

r r 

\  .     CO.  ,.  .,       L  .CO 


N<CO^CeH, 


N<(^Q>CeH, 


COOC2H5  COOC2H5, 

corps  obtenu  en  traitant  I'ether  phtalimido-sodomalonique  par 
I'ether  phtalimido-bromomalonique  tres  accessible  et  que  E.  Biil- 
mann^)a  le  premier  isole.  La  synthese  de  ces  acides  diamines 
bibasiques  acquiert  un  interet  tout  particulier  grace  a  la  decou- 
verte  de  Zd.  H.  Skraup^),  publiee  il  y  a  quelques  mois,  de 
I'existence  d'un  acide  diaminoadipique  et  d'un  acide  diamino- 
glutarique  parmi  les  produits  de  dedoublement  de  la  caseine. 
Nous  n'avons  pas  a  entrer  ici  dans  les  procedes  de  preparation 
de  ces  acides,  ces  procedes  n'a\ant  pas  encore  ete  etablis  en 
detail;  aussitot  qu'ils  le  seront,  j'en  donnerai  une  description 
detaillee  dans  un  memoire  a  part.  Je  tiens  a  remercier  ici  en- 
core M.  le  Dr.  We  is  du  concours  qu'il  m'a  prete  au  cours  des 
recherches  provisoires  que  je  viens  d'exposer. 

II  est  a  presumer  que  par  traitement  avec  des  combinaisons 
convenables  de  metaux  alcalins,  I'ether  j^-bromopropyle-phtalimido- 
malonique   pourra  fournir  plusieurs  substances  interessantes.     De 


^)  Studier  over  organiske  Svovlforbindelser,    Copenhague    1904,   p.  92. 
2)  Ber.  d.  deutsch.    chem.  Ges.  37,    1596  (1904),    et   Zeilschr.   physiol.   Ch.   42, 
274  (1904). 
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meme  que  le  traitement  avec  I'acetate  de  potassium  mene  a 
I'acide  a-amino-^-oxyvalerique ,  il  est  probable  qu'un  traitement 
par  le  xanthogenate  de  potassium  suivant  la  methode  de  E. 
Biilmann^)  provoquera  la  formation  dun  produit  capable  de 
fournir  lacide  a-amino-^-thiovalerique.  De  plus,  on  a  reconnu 
que,  traite  par  le  cyanamidure  de  sodium  XH  :  C  :  NNa)  main- 
tenant  tres  accessible^),  le  bromure  cite  deja  plusieurs  fois  four- 
nit  I'ether  v-c>anamidopropyle-phtalimidomalonique: 

COOC0H5 
•  1  ^  CHo  •  CH2  •  CH,  •  N  :  C  :.NH 

COOC0H5. 

Si  Ton  soumet  ce  compose  a  un  traitement  par  de  I'ammo- 
niaque  ou  des  sels  ammoniacaux,  il  est  a  presumer  que  le  groupe 
c>'anamide,  fixant  de  Tammoniaque  se  convertira  en  groupement 

.,.        /— NH-C-XHo\ 
guamdme   I  •  •  "  I  et  que,  par  consequent,  il  sera  pos- 

sible de  preparer  s>nthetiquement  Tacide  a-amino-d-guanidino- 
valerique,  c'est-a-dire  Targinine  ou  un  isomere  de  ce  corps. 
M.  A.C.Andersen  se  livre  en  ce  moment  dans  notre  labora- 
toire  a  des  experiences  dans  ce  sens. 

1.    Ether  ; -brompropyle-phtalimidomalonique. 

COOC0H5 
i^CHo-CH.,.CH.,-Br 

COOC0H5 

Dans  un  ballon  de  ^,4  1.  muni  dun  refrigerant  ascendant 
surmonte  d'un  tube  recourbe  en  U  et  renfermant  du  chlorure  de 
calcium,  j'ai  traite  ^/s  molecules  grammes  dether  phtalimidosodo- 
malonique^)  par  i  kgr.  de  bromure  de  trimethylene  dans  le  bain 
d'huile  a   165^ — ijo"-'.     Des  que  le  bain  dhuile  eut  atteint  cette 


^)  Studier  over  organiske  Svovlforbindelser,   Copenhague   1904. 

"^)  Le  cyanamidure  disodique  Xa  N  :  C  :  N  Na)  du  commerce,  iriture  et  lave  a 
ralcool  absolu  et  finalement  lave  a  I'ether,  donne  du  cyanamidure  monoso- 
dique  qui ,  abandonne  quelque  temps  dans  le  vide  sulfurique  a  cede  tout 
I'ether  adherent  et  forme   une  poudre  blanche  et  extremement  fine. 

^)  Ces  memes  Comptes-rendus  6,  10  (1902). 
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temperature,  la  reaction  se  declara  et  parut  terminee  au  bout  de 
3  —  4  heures.  Duree  totale  de  la  chauffe:  5  heures.  Ensuite, 
I'exces  de  bromure  de  trimethylene  fut  entraine  a  la  vapeur 
d'eau.  Ou  recueillit  910 — 915  grammes  de  bromure  de  trime- 
thylene desseche,  puis  rectifie  (consommation  calculee  ^/s  X  202 
=  81  grammes).  Par  refroidissement  complet  dans  1  eau  glacee, 
Tether  /-bromopropyle-phtalimidomalonique  prit  une  consistance 
sirupeuse,  et  apres  decantation  de  la  solution  aqueuse  de  bro- 
mure de  sodium,  j  ai  pu  employer  directement  le  corps  brome 
dans  le  traitement  ulterieur  par  I'acetate  de  potassium,  dont 
description  plus  loin.  Cependant.  pour  pouvoir  determiner  ex- 
actement  la  teneur  en  corps  brome  de  I'huile  obtenue,  j'ai  ordi- 
nairement  dissous  celle-ci  dans  Tether,  puis  desseche  la  solution 
etheree  au  moyen  de  chlorure  de  calcium  et  enfin  elimine  I'ether 
dans  un  ballon  tare,  terminant  par  des  evacuations  repetees.  Le 
poids  du  residu  etait  de  138  —  160  grammes  Vo  molecules-gram- 
mes du  compose  brome  pesent  I70S'',4),  sa  teneur  en  brome 
oscillait  entre  14,41^0  et  13,59%,  en  azote  entre  3,39^/0  et 
3,54%,  tandis  que  la  theorie  exige  18,76%  de  brome  et  3,29% 
d'azote.  En  supposant  que  la  quantite  tout  entiere  de  brome 
\"  existe  sous  la  forme  du  bromure  cherche,  il  en  ressortirait 
que  les  produits  obtenus  renferment  une  quantite  d'ether  y-hro- 
mopropyle-phtalimidomalonique  comprise  entre  76,8  et  83,1  ^0. 

Pour  nous  rendre  compte  de  la  repartition  de  Tazote,  pre- 
nons   un  exemple: 

80^/0  de   159  gr.   correspondent  a    127  ^'■,2   du  corps  brome. 

127  ^'■,2  du  corps  brome  renfermant  3,29^^0  dazote  correspon- 
dent a  4185  mgr.  dazote,  soit,  par  rapport  a  la  totalite  de  Tazote 
(^5  X  14040  =  5616  mgr.)   74,5  ^0. 

Les  ^/i  environ  de  Tazote  de  Thuile  existent  donc^  a  Tetat 
de  bromure,  tandis  que,  comme  nous  Tavons  vu  dans  Tintroduc- 
tion  du  present  memoire  (voir  p.  144),  le  reste  se  retrouve  dans 
des  combinaisons  exemptes  de  brome  et  qui,  traitees  par  Th\- 
droxyde  de  sonde,  puis  par  Tacide  chlorhydrique,  donnent  nais- 
sance  a  la  glycocolle. 

Je  n'ai  pas  reussi  a  debarrasser  le  corps  brome  de  ces  im- 
puretes,  parce  que  le  melange  obtenu  se  dissout  facilement  et 
completement  dans  tous  les  dissolvants  ordinaires,  sauf  Teau 
et  la  ligroine.  Le  compose  brome  est  presque  insoluble  dans 
Teau,  difficilement  soluble    dans  la  ligroine,   meme   a   chaud,    et 


150 

Ton  ne  peut  le  purifier  par  extraction  a  la  ligroine;  car  la  teneur 
en  brome  de  la  partie  entrant  en  dissolution  reste  a  peu  de 
chose  pres  identique  a  celle  du  residu. 


2.    Acide  «-aniino-^-oxyval6rique. 

CH<I 


.CH2-CH2-CH,-OH. 


■NHo 
COOH 

156  grammes  d'ether  j'-bromopropyle-phtalimidomalonique 
avec  une  teneur  en  brome  de  14,76^0  et  une  teneur  en  azote 
de  3,54^0,  furent  mis  en  jeu. 

14,76  Vo  de  brome  correspondent  a  78,7  Vo  de  combinaison 
bromee,  et  78,7%  de   156  gr.  font   i22S'',8. 

122 ^'■,8  de  corps  brome  avec  une  teneur  en  azote  de  3,29^/0 
renferment  4040  mgr.  d'azote. 

La  teneur  totale  en  azote  etant  de  5522  mgr.,  il  s'en  suit  que 
la  matiere  premiere  contient 

4040  mgr.  d'azote  en  forme  de  compose  brome 
1482   mgr.         —  -        —        de    corps    fournissantdela 

glycocolle,   et  autres  impuretes. 

J'ai  fait  dissoudre  le  compose  brome  dans  un  ballon  de 
deux  litres  renfermant  V2  1.  d'alcool  chaud  a  93  Vo.  Ensuite  j'y 
ai  ajoute  une  solution  chaude  de  150  grammes  d'acetate  de 
potassium  dans  200  cc.  d'eau,  solution  qui  avait  ete  prealablement 
rendue  neutre  au  tournesol  par  addition  d'un  peu  d'acide  ace- 
tique.  L'addition  da  cette  solution  au  corps  brome  provoqua 
un  leger  trouble  de  consistance  huileuse,  que  j'ai  fait  disparaitre 
en  ajoutant  encore  100  cc.  d'alcool.  Puis,  apres  avoir  muni  le 
ballon  d'un  refrigerant  ascendant,  j'ai  abandonne,  pendant  20 
heures,  a  la  chaleur  d'un  bain  d'eau  en  pleine  ebullition.  De 
cette  maniere  j'ai  obtenu  une  transformation  complete  de  la 
combinaison  bromee  en  I'acetate  correspondant,  car  I'echantillon 
preleve  a  donne,  apres  evaporation  de  I'alcool,  un  residu  huileux 
qui,  apres  des  lavages  repetes  a  I'eau,  fut  reconnu  exempt  de 
brome  ^). 


^)  A  cote  de  la  reaction  principale,  une  ou  plusieurs  reactions  secondaires  se 
sont  manifestement  produites,  car,  par  traitement  avec  de  I'eau,  le  residu 
huileux  susindique  est  entre  partiellement  en  dissolution  en  donnant  lieu  a 
une  reaction  fortement  acide.  L'acetate  de  potassium  a  probablement  exerce 
une    action    saponifiante    sur    I'ether    malonique  et  peut-elre  amene  I'ouverture 
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Apres  refroidissement  jusqu'a  la  temperature  ordinaire,  on 
verse  la  solution  dans  une  capsule  en  porcelaine  de  quatre  litres 
renfermant  une  solution  de  lOO  cc.  dhydroxyde  de  sodium  dans 
300  cc.  d'eau.  Apres  un  chauftage  du  melange  pendant  trois 
heures,  tout  I'alcool  pour  ainsi  dire,  s'est  evapore,  et  la  saponi- 
fication (voir  I'equation  (b)  p.  142)  est  vraisemblablement  achevee; 
car,  etendu  avec  de  I'eau,  I'echantillon  preleve  reste  tout  a  fait 
limpide.  Apres  avoir  refroidi  le  melange  dans  I'eau  glacee,  je 
I'ai  sursature  de  doses  successives  d'acide  chlorhydrique  concentre 
(en  tout  600  cc),  puis  j'ai  fait  evaporer  au  bain-marie,  en  agitant 
finalement  a  plusieurs  reprises,  ce  qui  fit  prendre  a  la  substance 
la  consistance  d'une  bouillie  claire.  Celle-ci ,  outre  des  sels 
chlorhydriques  de  potassium  et  de  sodium  et  de  I'acide  phtalique, 
renferme  comme  produit  principal  le  chlorhydrate  de  I'acide 
a-amino-^-oxyvalerique  (voir  I'equation  (c)  p.  143)  et  en  meme 
temps,  comme  produits  de  transformation  de  I'oxyacide,  le  chlor- 
hydrate de  I'acide  pyrrolidine-a-carbonique,  enfin  les  produits 
de  decomposition  de  I'impurete  de  la  matiere  premiere:  acide 
phtalique  et  chlorhydrate  de  glj^cocolle. 

Ayant,  dans  le  but  de  separer  ces  corps  les  uns  des  autres, 
triture  la  masse  en  y  ajoutant  300  cc.  d'acide  chlorhydrique  con- 
centre, j'ai  refroidi  a  la  glace,  puis  filtre  a  la  trompe  au  travers 
d'une  couche  double  de  papier  durci,  puis  lave,  avec  i  1.,  en 
tout,  d'acide  chlorhydrique  a  33^/0^),  le  melange  non  dissout 
des  sels  chlorhydriques  de  potassium  et  de  sodium  et  de  I'acide 
phtalique.  Apres  avoir  fait  evaporer  au  bain-marie  les  liquides 
filtres  et  de  lavage  jusqu'a  volume  d'environ  200  cc.  j'ai  dilue 
avec  un  volume  egal  d'eau  et  extrait  a  I'ether  le  reste  de  I'acide 
phtalique^). 


du    noyau    phtalique,     donnant    ainsi     naissance    au    sel    potassique    de    I'acide 
phtalamique  correspondant 
COOK 

I       CHj-CHjCHj-O  .  CO  .  CH3 

y  "^ NH  .  CO  •  Cfi  H4  •  COOK 

COOK 

et  mettant  en  liberie  I'acide  acetique.  Enfin,  il  est  egalement  permis  de  croire 
qu'une  partie  de  I'acetate  ait  produit,  par  hydrolyse,  I'oxyacide  et  I'acide 
acetique  libre. 

^)  Cfr.   ces  niemes  Comptes-rendus  6,  25   (1902). 

■^)  Pour  extraire  totalement  I'acide  phtalique  de  la  solution,  qui  en  contient  or- 
dinairement  env.  4  gr.,  il  faut  agiter  a  plusieurs  reprises  avec  d'ahondantes 
quantites    d'ether,    jusqu'a    ce  qu'on  n'en  obtienne  plus.     L'evaporation  de  la 
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La  solution  chlorhydrique  debarrassee  de  I'acide  phtalique 
fut  chauffee  au  bain-marie  dans  un  ballon  afin  de  chasser  Tether, 
puis  evaporee  au  bain-marie,  avec  agitations  repetees  vers  la 
fin.  La  solution  ayant  alors  pris  une  consistance  sirupeuse,  je 
I'ai  abandonnee  sur  de  I'acide  sulfurique,  afin  de  la  debarrasser, 
autant  que  possible,  de  son  eau.  Ensuite,  en  refroidissant  a  la 
glace,  j'ai  traite  la  masse  sirupeuse  par  300  cc.  d'alcool  absolu, 
dans  lequel  les  chlorhydrates  des  acides  amines  entrerent  peu  a 
peu,  dans  le  courant  de  quelques  heures,  en  solution,  tandis 
que  les  chlorhydrates  de  sodium  et  de  potassium  y  sont  restes 
a  I'etat  non  dissous.  J'ai  filtre  ces  chlorhydrates  a  la  trompe 
sur  du  papier  durci  et  les  ai  laves  quatre  fois  a  I'alcool  absolu. 
II  est  de  toute  necessite  d'effectuer  ce  traitement  par  I'alcool 
avec  un  soin  minutieux,  et  il  faut  surtout  avoir  soin  d'eliminer 
I'eau  autant  que  possible,  parce  que  les  chlorures  alcalins,  qui 
entrent  alors  en  solution,  ne  peuvent  pas  etre  elimines  plus  tard, 
et  ils  sont  susceptibles  de  causer  des  difficultes  dans  la  prepara- 
tion du  sel  cuivrique  de  I'oxyacide  (voir  p.  159). 

La  solution  alcoolique  obtenue,  renfermant  les  chlorhydrates 
des  acides  amines  (I'oxyacide,  I'acide  pyrrolidinccarbonique  et  la 
glycocolle)  fut  diluee  avec  son  volume  d'eau  et  I'alcool  distille 
dans  le  vide.  II  fallut  alors  debarrasser  la  solution  aqueuse 
residuelle  de  toute  son  acide  chlorhydrique.  Pour  ce,  on  aurait 
evidemment  pu  avoir  recours  au  carbonate  d'argent.  Voici  ce- 
pendant  un  precede  moins  couteux,  bien  qu'un  peu  plus  com- 
plique:  On  dilue  dans  une  grande  capsule  de  porcelaine  jusqu'a 
un  volume  d'un  litre  environ,  puis  on  y  ajoute  au  bain-marie  et 
en  remuant  bien,  de  petites  portions  de  ceruse  (200  gr.  en  tout), 
et  Ton  chaufi'e  pendant  six  heures.  Abandonne  au  repos  jusqu'au 
lendemain,  le  depot  fut  filtre  et  soigneusement  lave  a  I'eau 
froide.  Apres  ce  traitement,  la  solution  presentait  encore  une 
reaction  fortement  acide,  et  elle  contenait  quelque  peu  d'acide 
chlorhydrique  et  un  peu  de  plomb.  Toutefois  une  addition  re- 
lativement  insignifiante  de  carbonate  d'argent  humide  suffit  pour 


solution  chlorhydrique  sus-mentionnee  jusqu'a  consistance  huileuse,  suivie  d'un 
traitement  renouvele  de  cette  derniere  par  I'acide  chlorhydrique,  permettrait 
d'en  eliminer  encore  un  peu  de  sel  marin  et  d'acide  phtalique;  mais  on  risque 
alors  que  les  evaporations  repetees  en  presence  de  I'acide  chlorhydrique  aient 
pour  consequence  de  convertir  d'assez  grandes  proportions  de  I'oxyacide  en 
acide  pyrrolidine-a  carbonique. 
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la  faire  reagir  nettement  alcaline,  et  des  lors  elle  ne  contenait 
plus  ni  chlore  ni  plomb,  mais  bien  un  petit  exces  d'argent.  J'ai 
ensuite  filtre  de  nouveau  et  lave  a  I'eau,  puis  j'ai  precipite 
I'argent  et  neutralise  le  liquide  en  \'  ajoutant  goutte  a  goutte 
de  I'acide  chlorhydrique  (finalement  tres  etendu).  Quand  le 
liquide  presentait  une  reaction  neutre  (c.-a.-d.  quand  elle  faisait 
virer  la  couleur  tant  du  papier  rouge  que  du  papier  bleu  de 
tournesol),  il  y  avait  toujours  une  quantite  tres  peu  abondante 
de  chlore,  provenant  evidemment  de  ce  que  les  chlorures  alca- 
lins  n'avaient  pu  etre  elimines  completement.  Je  procedai  alors 
a  une  nouvelle  filtration,  mais  de  preference  apres  avoir  laisse 
reposer  jusqu'au  lendemain,  parce  que  sans  cela  le  chlorure 
d'argent  est  susceptible  de  traverser  le  filtre. 

La  solution  obtenue  avait  un  volume  total  d'environ  2^/2  1., 
et  Ton  reconnut  que  sa  teneur  totale  en  azote  etait  de  5402  mgr., 
s'elevant  ainsi  a  97,8  Vo  de  celle  de  la  matiere  premiere.  La 
solution  fut  evaporee  sous  pression  reduite  jusqu'a  un  petit  vo- 
lume, puis  filtree  a  travers  un  petit  filtre  pour  en  separer  quelques 
flocons  obscurs.  Le  liquide  filtre  fut  evapore  au  bain-marie,  en 
remnant  constamment  vers  la  fin  de  cette  operation,  jusqu'a  ce 
que  la  masse  chaude  commengat  a  se  cristalliser;  au  refroidisse- 
ment,  la  masse  se  prit  entierement  en  une  pate  cristalline  molle 
et  faiblement  coloree.  On  abandonna  celle-ci  jusqu'au  lendemain 
sur  de  I'acide  sulfurique  afin  de  la  debarrasser  autant  que  pos- 
sible de  son  eau.  Cela  fait,  je  I'ai  broyee  dans  la  capsule  meme 
en  presence  de  200  cc.  d'alcool  absolu.  Au  bout  de  deux  ou 
trois  heures  de  triturations  repetees,  tous  les  grumeaux  avaient 
disparu,  apres  quoi,  la  solution  alcoolique  jaune  (A)  (qui  ren- 
fermait  I'acide  pyrrolidine-a-carbonique,  mais  seulement 
une  petite  quantite  de  I'oxyacide  et  de  la  glycocolle)  ayant  ete 
filtree  a  la  trompe,  le  melange  non  dissous  et  presque  incolore 
des  deux  derniers  acides  amines  fut  soigneusement  lave  quatre 
fois  a  I'alcool  absolu.  Seche  a  I'air,  le  melange  de  I'acide 
rx-amino-^-oxyvalerique  et  de  la  glycocolle  pesait  36 §'',8  (B). 

a.  Isolation  de  I'acide  pyrrolidine-a-carbonique 
de  la  solution  (A).  Nous  avons  vu  que  cette  solution,  dont 
la  teneur  en  azote  etait  d'environ  1 100  mgr.,  renfermait,  outre  de 
I'acide  pyrrolidinecarbonique,  de  I'oxyacide  et  de  la  glycocolle 
en  proportions  minimes.  Mais  j'y  ai  aussi  trouve,  revelee  deja 
par  la  coloration  jaune    de   la   solution,    la   masse   principale    des 
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impuretes  indeterminees  qui  se  forment  toujours  dans  les  syn- 
theses des  corps  organiques.  J'ai  melange  la  solution  (A)  avec 
une  autre  obtenue  d'une  inaniere  analogue  au  cours  d'une  autre 
experience. 

Apres  avoir  distille  I'alcool  et  redissous  le  residu  dans  de 
I'eau,  j'ai  decolore  au  moyen  de  noir  animal  et  reduit  le  liquide 
filtre  jusqu'a  un  petit  volume.  Ensuite  j'ai  filtre  de  nouveau  et 
concentre  jusqu'a  consistance  sirupeuse.  En  raison  des  impuretes 
qu'elle  renfermait,  la  masse  ne  s'est  prise  que  partiellement  par 
abandon  au-dessus  de  I'acide  sulfurique.  Apres  broiement  de 
la  masse  avec  de  I'alcool  absolu,  comme  decrit  precedemment,  il 
en  restait  encore  2  gr.  a  I'etat  non  dissous;  comme  on  pouvait 
s'y  attendre,  ceux-ci  se  composaient  d'un  melange  d'oxyacide 
et  de  glycocolle.  Par  evaporations  repetees  de  la  solution  alco- 
olique,  avec  addition  d'eau,  j'en  ai  chasse  tout  I'alcool,  puis 
redissous  le  reste  huileux  dans  200  cc.  d'eau  dans  une  capsule  en 
porcelaine.  J'ai  ajoute  a  la  solution  50  cc.  d'acide  sulfurique  deux- 
normal  et  precipite  I'acide  pyrrolidine-a-carbonique  en  y  versant 
avec  precaution  un  petit  exces  d'acide  phosphotungstique  a  50  Vo 
environ.  Au  commencement,  le  sel  phosphotungstique  se  precipita 
a  I'etat  huileux  presentant  une  teinte  legerement  brunatre;  mais 
le  precipite  final  se  composait  de  beaux  cristaux  blancs,  que 
le  microscope  nous  montra  comme  de  courts  prismes  a  4  pans, 
rappelant  souvent  ceux  du  spath  calcaire.  Abandonnee  jus- 
qu'au  lendemain,  la  masse  huileuse  s'etait  completement  cri- 
stallisee  et  pouvait  etre  concassee,  apres  quoi  je  filtrai  a  la 
trompe  et  lavai  quatre  fois  avec  un  peu  d'eau  froide.  Le  sel 
phosphotungstique  est  facilement  soluble  dans  I'alcool  qui,  par 
consequent,  doit  etre  elimine  entierement  avant  la  precipitation. 
L'eau  chaude  le  dissout  assez  facilement,  et  il  est  loin  d'etre 
insoluble  meme  dans  l'eau  froide,  ce  qui  fait  qu'il  ne  saurait 
etre  question  d'obtenir  un  rendement  tout  a  fait  quantitatif  par 
cette  voie. 

Pour  arriver  a  un  acide  pyrrolidinecarbonique  parfaitement 
pur,  j'ai  decompose  le  precipite  phosphotungstique  originaire 
apres  I'avoir  lave,  de  la  maniere  ordinaire,  c'est-a-dire,  a  I'aide 
d'un  petit  exces  d'eau  de  baryte  saturee.  La  solution  ainsi  ob- 
tenue fut  debarrassee  de  la  baryte,  par  addition  d'un  petit  exces 
d'acide  sulfurique.  Apres  avoir  evapore  jusqu'a  un  volume  de 
150  cc.  et  additionne  de  30  cc.  d'acide  sulfurique  2-normal,  j'ai  pre- 


155 

cipite  par  I'acide  phosphotungstique  de  la  meme  maniere  qu'au- 
paravant.  Le  precipite  que  j'obtins  par  cette  seconde  precipitation, 
fut  decompose  au  moyen  de  I'eau  de  baryte,  et  la  solution  ainsi 
obtenue,  fut  debarrassee  de  la  baryte  par  un  tout  petit  exces 
d'acide  sulfurique.  La  filtration,  puis  I'evaporation  du  liquide 
au  bain-marie,  me  donnerent  un  residu  qui  apres  refroidissement 
se  prit  totalement  en  une  masse  dure  et  facile  a  reduire  en 
poudre.  Cette  masse,  dont  le  poids  etait  de  iog'',8,  avait  une 
teneur  en  azote  de  1145  mgr.  et  etait  constituee  d'acide  pyrroli- 
dine-a-carbonique  presque  pur  avec  i  mol.  d'eau  de  cristallisation. 

En  ce  qui  concerne  le  rendement  de  cet  acide ,  il  faut  bien 
entendu  tenir  compte  de  ce  fait  que  la  precipitation  par  I'acide 
phosphotungstique  n'est  pas  completement  integrale.  J'ai  done  cher- 
che  a  me  rendre  compte  de  la  proportion  d'acide  pyrrolidinecar- 
bonique  contenue  dans  les  filtrats  des  deux  precipitations  par  I'acide 
phosphotungstique.  A  cet  effet,  j'ai  elimine  d'abord  I'acide  phos- 
photungstique a  I'aide  d'eau  de  baryte,  puis  I'exces  de  cette  der- 
niere  au  moyen  d'une  quantite  exactement  correspondante  d'acide 
sulfurique;  finalement  j'ai  fait  evaporer  au  bain-marie.  Le  residu  qui 
en  I'esulta,  ne  se  prit  pas  au  refroidissement;  en  reprenant  par  I'al- 
cool  absolu,  on  eut  un  reste  non  dissous  (i^S5  d'oxyacide  -h  glyco- 
colle)  et  une  solution  alcoolique*,  apres  evaporation  de  I'alcool  et 
dissolution  du  reste  dans  100  cc.  d'eau  et  20  cc.  d'acide  sulfuricpe 
2-normale  on  precipita  par  I'acide  phosphotungstique.  ]^a  precipitation 
totale  exigea  ^/s  environ  de  la  quantite  d'acide  phosphotungstique 
que  la  derniere  des  precipitations  indiquees  plus  haut  avait  demandee, 
laquelle  avait  fourni  losr^S  d'acide  pyrrolidinecarbonique  renfermant 
1 145  mgr.  d'azote.  On  pent  done  evaluer  approximativement  I'acide 
pyrrolidinecarbonique  en  jeu  a  ^/s  X  10 §^,8,  avec  une  teneur  en  azote 
de  "^/s  X  1 145  —  229  mgr. 

Les  quantites  sus-indiquees  provenant  de  deux  essais  executes  de 
la  meme  maniere,  il  ressort  que  la  teneur  en  azote  de  la  (quantite 
d'acide  pyrrolidinecarbonique  formee  dans  un  essai  peut  s'eva- 

luer  a =  687  mgr.  d'azote,   soit,   par  rapport  a  la  teneur 

2 

en  azote  de  la  matiere  premiere  (ether  v-bromopropyle-phtalimidoma- 

lonique,  4040  mgr.  d'azote,   v.  p.  150),    17V0. 

iQs^j  de  I'acide  pyrrolidine-«-carbonique  obtenu  furent  dis- 
sous assez  facilement  et  presque  totalement  dans  100  cc.  d'alcool 
absolu  chaud.  Apres  filtration,  la  solution,  legerement  coloree,  n'a 
pas  donne  de  depot  au  refroidissement;  mais  si  on  la  remue  et 
la  frotte  a  la  spatule,  on  voit  bientot  I'acide  se  deposer  sous 
forme  de  beaux  cristaux.  Ayant  abandonne  la  solution  jusqu'au 
lendemain,  je  recueillis  le  depot  qui,  au  microscope,  se  revela  sous 
forme  de  prismes  a  4  ou  6  pans,  parfois  de  lamelles  quadrilateres. 
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Apres  quatre  lavages  avec  un  peu  d'alcool  absolu,  puis  dessic- 
cation  a  I'air  jusqu'a  disparition  presque  complete  de  I'odeur 
d'alcool,  I'acide  attestait  un  poids  de  4^'',7;  abandonne  jusqu'au 
lendemain  a  Taction  de  Fair,  il  pesait  de  S^^S,  phenomena  du 
evidemment  a  ce  que  I'acide  pyrrolidine-a-carbonique  cristallise 
dans  I'alcool  a  I'etat  anhydre,  alors  qu'abandonne  a  I'air  atmo- 
spherique,  il  absorbe  i  mol.  d'eau  de  cristallisation.  L'acide  n'a 
ete  jusqu'a  present  analyse,  a  ma  connaissance,  qu'a  I'etat  an- 
hydre, apres  dessiccation  dune  maniere  quelconque,  soit  dans 
le  vide  sur  I'anhydride  phosphorique  ^)  ou  dans  le  vide  a  40^^). 

o^S5i39  d'acide  pyrrolidinecarbonique  seche  a  I'air,  perdaient 
facilement  et  rapidement  dans  le  vide  sulfurique  oS'^,o6g'j  (13,56^/0)', 
abandonne  plus  longtemps,  I'acide  ne  changeait  pas  de  poids.  Un 
repos  subsequent  sur  de  I'eau  pendant  un  jour,  lui  a  fait  absorber 
plus  de  13,56^/0  d'eau,  et  dans  un  sejour  prolonge  sur  de  I'eau  il 
en  a  continuellement  attire  de  petites  quantites,  ce  qui  a  eu  pour 
effet  de  le  rendre  un  peu  deliquescent.  Abandonne  ensuite  a  Taction 
de  Tair,  il  perdit  de  Teau  et  revint  a  son  poids  primitif  de  02^^,5139; 
ce  dernier  ne  varia  plus,   meme  apres  un  sejour  ulterieur  a  Tair. 

iSJ'jigoS  d'acide  seche  a  Tair,  laisses  dans  le  vide  sulfurique  jus- 
qu'a poids  constant,  ont  perdu  oS'',i6o8  (13,50^0). 

o?'',i623  de  I'acide  anhydre,  correspondant  a  02^,1876  d'acide 
seche  a  Tair,  ont  donne  o§'',3ioo  d'acide  carbonique  et  o^r,  1130 
d'eau,  ce  qui,  par  rapport  au  poids  de  Tacide  seche  a  Tair,  correspond 
k  45,07^0  de  carbone  et   6,74^/0  d'hydrogene. 

o?'',i688  d'acide  seche  a  Tair  ont  donne,  au  dosage  de  Tazote 
par  la  methode  de  Kjeldahl,  une  quantite  d'ammoniaque  correspon- 
dant a  17*^^,52  de  solution  d'hyposulfite^),  ce  qui  correspond  a 
10,38  ^/o  d'azote. 

C5 

H9 

N 

H2  o         18,02         13,53         13,56      13,50 

C5H9O2N,  H2O     133,13  100,00 

L'acide  pyrrolidine-«-carbonique  seche  a  Tair,  commen^a  a 
fondre    dans   son   eau   de  cristallisation  au-dessous  de   100°.     Par 


Calcule 

Trouve 

60,00 

45,07 

45,07 

9,07 

6,81 

6,74 

32,00 

24,04 

14,04 

10,55 

10,38 

18,02 

13,53 

13,56 

^)  E.   Fischer:   Ber.  d,  deutsch.  chem.  Ges.  34,   459  (1901). 

^)  E.   Fischer:   Zeitschr.  physiol.  Chemie  33,    164  (1901). 

^)  Les   solutions    d'hyposulfite  dont  je  me  suis  servi  dans  les  essais  relates  dans 

le  present  memoire,  ont  une  concentration  telle  qu'un  centimetre  cube  repond 

a   I  mgr.   d'azote. 
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chauffage  ulterieur,  I'eau  s'evapora,  et  I'acide  se  figea  de  nouveau 
pour  ne  devenir  fusible  qu'a  208  a  209^  (corrige).  L'acide  an- 
hydre  fondit  a  210  a  211^  (corrige)  et  prit  une  teinte  legerement 
brune. 

Je  me  suis  servi  de  I'eau-mere  et  de  I'alcool  de  lavage  de 
l'acide  pyrrolidine-a-carbonique  cristallise  pour  en  preparer  le  sel 
cuivrique.  Pour  cela,  on  chasse  I'alcool  par  distillation,  reprend 
le  residu  a  I'eau  et  chauffe  la  solution  aqueuse,  decoloree  par 
le  noir  animal,  au  bain-marie  pendant  deux  ou  trois  heures  avec 
du  carbonate  de  cuivre  en  exces,  puis  on  evapore  au  bain-marie, 
jusqu'a  cristallisation  abondante,  la  solution  bleu  fonce  ainsi  ob- 
tenue.  Apres  abandon  jusqu'au  lendemain,  on  recueille  le  depot 
d'un  joli  bleu  eclatant  et  qui  se  compose  de  feuillets  cristallms, 
dont  les  formes,  examinees  au  microscope,  se  trouvent  etre  pres- 
que  exclusivement  rhomboidales.  On  lave,  a  la  trompe,  2  fois 
avec  un  peu  d'eau,  puis  avec  de  I'alcool  a  55  V^  et,  bien  rapi- 
dement  (v.  p.  176),  avec  de  I'alcool  absolu. 

Seche  a  I'air,  le  sel  contient  2  mol.  d'eau  de  cristallisation; 
en  cedant  celles-ci,  il  change  de  couleur,  prenant  une  belle 
teinte  violette.  Tous  ces  faits  s'accordent  parfaitement  avec  les 
indications  de  Wills  tatter^)  et  de  E.  Fischer^).  J'ai  obtenu 
un  rendement  en  sel  cuivrique  seche  a  I'air  de  5*'',5;  mais  en 
concentrant  I'eau-mere  et  la  precipitant  par  I'alcool,  j'ai  pu  en 
retirer  encore  os'^,9  de  sel  de  cuivre  essentiellement  analogue  au 
produit  principal,  bien  que  renfermant  une  proportion  insignifiante 
de  sulfate  de  cuivre. 

15^1869  de  sel  cuivrique  seche  a  I'air,  cedaient  dans  le  vide  a 
70^  pendant  24  heures  oS'',  1302  (10,97  Vo).  Abandonne  au-dessus 
d'eau,  le  sel  a  reabsorbe  0^^,1313  et  repris  sa  couleur  bleue. 

1^^3042    de    sel    seche    a   I'air,    ont   perdu  de  la  meme  maniere 

o^',i43i   (iO;97  Vo). 

o^"",  1703  donnaient  par  le  dosage  de  I'azote  une  quantite  d'am- 
moniaque  repondant  a   14 ^"^,53   d'hyposulfite  (8,53  %  d'azote). 

os'',2  599  donnaient  oS'^,0630  oxyde  cuivrique  correspondant  a 
i9»37  Vo  de  cuivre." 

og^'',568i  d'une  preparation  provenant  d'un  autre  essai  et  qui 
furent  places  dans  le  vide  sulfurique,  perdaient  pendant  24  heures 
oS'',oi7i,  en  prenant  une  coloration  violette.  Pendant  un  sejour 
prolonge  dans  le  vide  sulfurique,  la  perte  va  en  augmentant,  pour 
devenir  constante  au  bout  d'une  semaine:  0^^,0622  (10,95  ^/o). 
Abandonnee  sur  de  I'eau,  la  matiere  en  a  reabsorbe  en  tout  0^^,0627. 

^)  Ber.  d.  deutsch.  chem.  Ges.   33,  1164  (1900). 
2)  Ibid.   34,   458  (1901). 

II 
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o^'',2i33  de  cette  derniere  preparation  donnaient  ime  quantite 
d'ammoniaque  repondant  a   i8<^^,i6   d'hyposulfite  (8,51  ^/o  d'azote). 

Calcule  Trouve 

C^O  120,00         36,60 

Hi  6  16,13         4,92 

O4  64,00         19,52 

N2  28,08  8,57  8,53                   8,51 

Cu  63.60  19,40  19,37 

2H2O  36,03  10,99  10,97     io>97     10,95 

(C5  Hg  Oo  N)2  Cu,  2H2  O  327,84  100,00 

b.  Preparation  d'acide  a-amino-(5-oxyvalerique 
pur  du  melange  de  cet  acide  avec  la  glycocolle.  Le 
melange  obtenu  (B.  v.  p.  153)  de  I'oxyacide  avec  la  glycocolle  pe- 
sait,  seche  a  I'air.  362^^8.  Un  petit  echantillon  etait  soluble  dans 
I'eau,  la  solution  aqueuse  presentait  une  reaction  faiblement 
acide,  renfermait  une  trace  de  chlore,  et  ne  donnait  pas  de  pre- 
cipite  avec  I'acide  phosphotungstique.  Un  dosage  de  I'azote  en 
a  donne  11,57%,  de  sorte  que  la  teneur  totale  en  azote  des 
362^8  s'elevait  a  4258  mgr. 

36^1^,5  de  ce  melange  ont  ete  dissous  au  bain  d'eau  bouil- 
lante  dans  600  +  50+50+50  cc.  d'alcool  a  80  Vo;  il  est  reste 
I  gr.  env.  a  I'etat  non  dissous  et  constitue  principalement  de 
glycocolle,  la  teneur  en  azote  etant  de   16,88  Vo. 

Apres  dilution  de  la  solution  alcoolique  avec  de  I'eau,  j'ai 
distille  I'alcool  dans  le  vide,  etendu  de  .nouveau  avec  de  I'eau 
la  solution  aqueuse  restante,  puis  soumis  a  un  traitement,  au 
bain-marie,  par  un  exces  de  carbonate  de  cuivre  (4  X  10  gr.). 
La  solution  bleu  fonce  ainsi  obtenue,  fut  filtree  et  evaporee  au 
bain-marie  jusqu'a  un  volume  de  2003.250  cc,  ou  la  cristallisation 
commenga  deja  a  chaud;  le  lendemain  la  masse  entiere  avait 
pris  une  consistance  de  bouillie  claire.  Les  cristaux  furent  re- 
cueillis,  laves,  a  la  trompe,  2  fois  avec  de  I'eau,  puis  avec  de 
I'alcool  a  55  %,  et  finalement  a  I'alcool  absolu.  Sechee  a  I'air, 
la  poudre,  d'un  bleu  violet  et  qui  avait  un  bel  eclat  soyeux, 
pesait  23^"^, I.  II  resulta  de  I'analyse  que  le  sel  seche  a  I'air 
contenait  une  petite  quantite  d'eau  (1,60^/0),  qui  disparut  entiere- 
ment  par  dessiccation  dans  le  vide  a  70^  pendant  24  heures;  le 
sel  anhydre  avait  une  teneur  en  azote  de  8,69^/0,  c'est-a-dire 
tres  peu  superieure  a  la  teneur  theorique :  8,57^0. 
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Par  evaporation  des  eaux  meres  et  de  lavage  jusqu'a  iin 
volume  d'environ  40  cc,  refrigeration  a  I'eau  glacee,  filtration, 
lavage  avec  3  X  25  cc.  d'eau  froide  et  recristallisation  dii  sel 
cuivrique  restant  dans  une  portion  d'eau  aussi  petite  que  pos- 
sible, je  pus  obtenir  encore  4^',2  de  sel  cuivrique  presque  pur. 
(Sechee  a  I'air,  la  substance  contenait  2,55  %  d'eau,  le  sel  anhydre 
renfermait  8,79  %  d'azote.) 

Quoique  le  sel  cuivrique  de  I'acide  aminooxyvalerique  soit 
relativement  peu  soluble  dans  I'eau,  il  n'a  pas  ete  possible  d'en 
obtenir  directement  a  I'etat  de  purete  plus  de  la  quantite  ci- 
dessus  indiquee,  parce  que  le  sel  cuivrique  de  la  glycocolle 
s'unit  a  celui  de  I'oxyacide  pour  former  un  sel  double  tres 
soluble.  Ce  sel  double  put  etre  obtenu  a  I'etat  passablement 
pur  par  evaporation  des  eaux  meres  et  de  lavage  jusqu'a  un  tres 
petit  volume  (10 — 20  cc),  suivie  d'une  precipitation  par  un  tres 
grand  exces  d'alcool.  Apres  deux  ou  trois  heures  de  repos,  le 
depot  volumineux  fut  recueilli  et  lave  deux  ou  trois  fois  a  I'al- 
cool  absolu.  Seche  a  I'air,  le  depot  pesait  I3S'',5;  il  contenait 
6,02^/0  d'eau,  et  a  I'etat  anhydre  10,51^0  d'azote,  tandis  que  le 
sel  double 

CH2  •  CH.  •  CHo  •  OH 

CH-NHg 
/-/-vQ>Cu,  Ho  O 

CH2  •  NH. 

doit  contenir  6,26^/0  d'eau,  et  le  sel  deshydrate   10,41%  d'azote 
(voir  en  outre  p.  166). 

II  est  a  remarquer  que  d'autres  experiences  m'ont  donne  des 
sels  dont  les  teneurs  en  eau  et  en  azote  s'ecartent  un  peu  plus  de 
celles  calculees  pour  ledit  sel  double;  mais  ces  ecarts  peuvent 
aisement  s'expliquer  en  admettant  la  presence  d'un  exces  du  sel  de 
I'oxyacide  ou  de  celui  de  la  glycocolle;  la  teneur  en  eau  a  oscille 
entre  5,53  ^/o  et  7,37  ^/o,  et  la  teneur  en  azote  du  sel  anhydre  entre 
9,850/0  et   10,55%. 

L'eau-mere  alcoolique  du  sel  double  ci-dessus  mentionne, 
presentait  encore  une  couleur  dun  bleu  prononce  et  renfermait 
plus  de  300  mgr.  d'azote,  mais  en  mem.e  temps  un  peu  de 
chlore,  ainsi  que,  probablement,  d'autres  impuretes  encore,  et  il 
etait  impossible  d'en  obtenir  sans  trop  de  peine  des  sels  cuivriques 
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purs  et  surtout  exempts  de  chlore.  D'un  autre  cote,  a  partir 
du  sel  double  indique  plus  haut,  je  pus  assez  facilement  pre- 
parer le  sel  cuivrique  de  I'oxyacide  a  I'etat  presque  pur;  pour 
cela,  il  est  preferable  d'unir  les  sels  doubles  provenant  de  plu- 
sieurs  essais,  ce  qui  fournit  aussi  le  meilleur  rendement.  Apres 
avoir  dissous  le  sel  dans  de  I'eau,  je  I'ai  prive  de  son  cuivre  au 
moyen  de  I'hydrogene  sulfure  (v.  p.  i6i)  et  traite  le  melange 
obtenu  d'equivalents  presque  egaux  d'oxyacide  et  de  glycocolle 
par  I'alcool  chaud  a  80  Vo.  La  majeure  partie  de  la  glycocolle 
est  restee  a  I'etat  non  dissous,  alors  que  la  solution,  apres  di- 
stillation de  I'alcool  et  traitement  par  le  carbonate  de  cuivre  de 
la  maniere  decrite  plus  haut,  put  fournir  le  sel  cuivrique  de 
I'acide  oxyamine  a  I'etat  presque  parfaitement  pur. 

L'ether  7-bromopropyle-phtalimidomalonique,  qui  a  servi  de 
matiere  premiere,  m'a  done  fourni  les  produits  suivants: 

1°  De  I'acide  pyrrolidine-a-carbonique  (v.  p.  155):  environ 
17V0  de  la  quantite  possible. 

2°  26s\S  de  sel  cuivrique  deshydrate  de  I'oxyacide  amine: 
environ   57  ^/o  de  la  quantite  possible. 

3°  Les  13^^,5  de  sel  double  obtenus  renferment  a  peu  pres 
la  moitie  (Gdj  mgr.)  de  I'azote  sous  forme  d'oxyacide,  quantite 
d'azote  qui,  par  rapport  a  celle  de  la  matiere  premiere  (4040  mgr.), 
monte  a   16,5  Vo  environ. 

En  tout,  environ  90  Vo. 

A  I'effet  d'une  purification  complete,  j'ai  soumis  le  sel  cui- 
vrique de  I'oxyacide  a  une  nouvelle  cristallisation  dans  de  I'eau. 
Une  solution  de  50  gr.  de  sel  cuivrique  dans  environ  800  cc. 
d'eau  chaude,  a  ete  filtree  pour  la  separer  d'une  petite  quantite 
d'un  sel  cuivrique  bleu  violet,  a  grains  fins,  presque  insoluble 
dans  I'eau  meme  chaude;  c'etait  vraisemblablement  le  sel  cui- 
vrique de  I'acide  a-e-diaminopimelique  (v.  p.  144).  Le  liquide 
filtre,  refroidi  dans  I'eau,  fut  laisse,  en  agitant  a  plusieurs  reprises, 
jusqu'au  lendemain;  alors  il  s'etait  forme  un  abondant  depot 
cristallin  soyeux  bleu  violet  et  constitue  apparemment  par  des 
lamelles;  celles-ci,  examinees  au  microscope,  presentaient  I'aspect 
de  petits  cristaux  aciculaires.  de  forme  irreguliere  et  souvent 
reunis  en  faisceaux  et  aggregats.  lis  ont  ete  filtres  a  la  trompe, 
laves  une  fois  a  I'eau  froide,  une  fois  a  I'alcool  355  ^/o,  finale- 
ment  a  I'alcool  absolu,  dans  lequel  le  sel  etait  tout  a  fait  inso- 
luble.    Le    rendement   en   sel   seche   a  I'air  etait   de   32  ^',4   (Sel 


i6i 

cuivrique  Aj).  L'eau-mere  put  servir  a  y  dissoudre  de  nouvelles 
quantites  de  sel  cuivrique  non  recristallise,  ou  bien,  evaporee  a 
concentration  convenable,  fournir  encore  du  sel  pur  (sel  cuivrique 
An:  8&'',4).  Le  sel  cuivrique  seche  a  I'air  contenait  toujours 
une  petite  quantite  d'humidite  (0,5  — 1,5  ^/o),  qui  a  disparu  par 
dessiccation  dans  le  vide  a  70^  pendant  24  heures;  pour  toutes 
les    analyses    ci-apres  j'ai   employe    une   preparation  ainsi  sechee. 

0^^1556  de  sel  Ai  ont  donne  une  (pantite  d'ammoniaciue  cor- 
respondant  a   13^^,27   d'hyposulfite  (8,53^/0  d'azote). 

og'',4855  de  sel  A^  ont  donne  og'',ii74  d'oxyde  de  cuivre  (19,32  Vo 
de  cuivre). 

og'',23oo  de  sel  Aj  ont  donne  0^^3096  d'acide  carbonicjue  et 
oS'',i256   d'eau  (36,71^/0  de  carbone  et  6,11^0  d'hydrog^ne). 

os'^,2853  de  sel  An  ont  donne  de  I'ammoniaque  correspondant 
a   24'^c,45   d'hyposulfite  (8,57  ^/o  d'azote). 

oS'^,3016  de  sel  B[  ont  donne  de  I'ammoniaque  correspondant 
a   25 ^^^,87   d'hyposulfite  (8,58^/0  d'azote). 

osr,i626  de  sel  Bj  ont  donne  os'^,0392  oxyde  de  cuivre  (19,26^/0 
de  cuivre). 

oS'',i796  de  sel  Br  ont  donne  oe'',2404  d'acide  carboniciue  et 
0'"'',o974  d'eau  (36,51  ^/o  de  carbone  et  6,07  ^/o  d'hydrogene). 

og'',2  66o  de  sel  Ci  ont  donne  de  I'ammoniaque  correspondant 
a  22<^^,75   d'hyposulfite  (8,55^/0  d'azote). 


Calcule 

Trouve 

Cio 

120,00 

36,60 

36,71 

36,51 

H20 

20,16 

6,15 

6,11 

6,07 

Oe 

96,00 

29,28 

N, 

28,08 

8,57 

8,53 

8,57 

8,58     8,55 

Cu 

63,60 

19,40 

19,32 

19,26 

(C5  Hi  0  O3  N)2  Cu     327,84     100,00 

Dans  le  but  de  preparer  I'oxyacide  amine  comme  tel,  on  a 
dissous  29  gr.  de  sel  cuivrique  pur  dans  I  litre  d'eau  addi- 
tionnee  de  100  cc.  d'acide  sulfurique  double -normal^).  Le 
cuivre  fut  precipite  par  de  I'hydrogene  sulfure.  La  precipitation 
achevee,  on  filtra,  puis  lava  le  sulfure  cuivrique  a  I'eau  aiguisee 
d'acide  sulfurique  et  saturee  d'hydrogene  sulfure.  Ce  dernier 
fut  chasse  du  liquide  filtre  et  de  I'eau  de  lavage  par  chauffage 
et  evaporation  au  bain-marie,  et  I'acide  sulfurique  fut  elimine  au 


^)  Non    additionnee    d'acide    sulfurique ,    le    sulfure   cuivrique    iraversait   le    filtre 
dans  la  filtration  effectuee  plus  tard. 
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moyen  d'un  deficit  aussi  petit  que  possible  de  baryte.  Apres 
filtration,  on  concentra  la  solution  dans  le  vide  jusqu'a  un  petit 
volume,  puis,  ayant  enleve  par  filtration  un  peu  de  sulfate  de 
baryte,  on  evapora  au  bain-marie  dans  une  capsule,  en  agi- 
tant  vers  la  fin  jusqu'a  ce  que,  meme  a  chaud,  le  tout  format 
une  bouillie.  Laissee  en  repos  sur  de  I'acide  sulfurique  jusqu'au 
lendemain,  la  matiere,  qui  s'etait  alors  prise  entierement  en  une 
masse  cristalline,  fut  trituree  a  I'alcool  absolu,  filtree  a  la  trompe, 
et  lavee  a  I'alcool  absolu.  Le  rendement  en  oxyacide  (A  (non 
recristallise))  etait  de  2;^srp  (theorie:  238^'^, 6).  L'acide,  seche  a 
I'air,  contenait  environ  0,3  Vo  d'humidite,  qui  fut  enlevee  par  des- 
siccation  dans  le  vide  a  70^  pendant  24  heures;  il  avait  une 
faible  couleur  gris  jaunatre;  a  part  cela,  il  etait  pur  (voir  le  dosage 
de  I'azote  ci-dessous). 

Pour  le  purifier  completement,  j'ai  fait  recristalliser  l'acide 
dans  I'alcool  a  80%.  20  gr.  d'oxyacide  ayant  ete  dissous  dans 
500  4-  100  +50-1-50  cc.  de  cet  alcool,  la  solution  fut  filtree  a 
chaud,  puis  abandonnee  a  la  cristallisation  a  la  temperature 
ordinaire  en  8  heures.  L'acide  oxyamine  s'est  separe  sous  forme 
de  fins  cristaux  blancs,  soyeux,  apparemment  lamelles;  regardes 
au  microscope,  ils  formaient  des  aggroupements  de  fins  feuillets 
souvent  termines  en  pointe  et  presque  aciculaires;  souvent  aussi, 
surtout  parmi  les  cristaux  formes  les  derniers  et  par  consequent 
le  plus  lentement,  il  se  trouvait  de  longues  aiguilles  bien  deve- 
loppees.  Le  precipite  assez  volumineux,  filtre  a  la  trompe,  a  ete 
lave  une  fois  avec  I'alcool  a  80  Vo  et  deux  fois  a  I'alcool  absolu. 
Rendement  en  acide  pur  seche  a  I'air  (A):  I4^'',7. —  Inutile  d'a- 
jouter  que  le  reste  de  l'acide  put  etre  obtenu  de  I'eau-mere  et 
de  I'alcool  de  lavage,  par  distillation  de  I'alcool  et  evaporation 
du  residu  jusqu'a  siccite  (v.  p.  173).  L'acide  designe  ci-dessous 
comme  C  et  obtenu  par  recristallisation  de  plusieurs  de  ces 
residus  reunis,  est  sous  tous  les  rapports  aussi  pur  que  I'oxyacide  A. 

Les  preparations  d'oxyacide  recristallisees  contenaient  con- 
stamment  une  trace  d'eau  (0,07  a  0,20  Vo),  qui  pouvait  etre  enlevee 
par  dessiccation  dans  le  vide  a  70*^  pendant  24  heures;  c'est  de 
l'acide  ainsi  seche  qui  a  servi  pour  toutes  les  analyses  ci-dessous. 

0^1,2313  d'oxyacide  A  (non  recristallise)  ont  donne  une  quantite 
d'ammoniaque    repondant    a    24^^,42    d'hyposulfite  (10,56^0  d'azote). 

os%2258  d'oxyacide  A  ont  donne  de  I'ammoniaque  repondant 
^  23cc,75  d'hyposulfite  (10,52%  d'azote). 


ammoniaque  repondant 
ammoniaque  repondant 
ammoniacjue  repondant 
ammoniaque  repondant 
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oS'',246o    d'oxyacide  A    ont    donne   o&'^407i    d'acide  carbonic^ue 
et  0^^,1865   d'eau  (45,13^/0  de  carbone  et  8,48^0  d'hydrogene). 

oS'',2  2g5    d'oxyacide    B    ont    donne    de    1 
a  24^^,15   d'hyposulfite  (10,52^0  d'azote). 

qs^"^,  1991    d'oxyacide    C    ont    donne    de    1 
a  2o'^'^,95   d'hyposulfite  (10,52  Vo  d'azote). 

qS'',  1937    d'oxyacide    D    ont    donne    de  1 
a  20*^*^,30  d'hyposulfite  (10,48^/0  d'azote). 

o&'^,2  543    d'oxyacide    E    ont    donne    de   1 
a   26^*^,75   d'hyposulfite  {10,52  ^/o  d'azote). 

os^r,  1550    d'oxyacide    F    ont    donne    de    Tammoniacjue  repondant 
a   16^*^,38  d'hyposulfite  (10,57  ^/o  d'azote). 

osr,i776  d'oxyacide  F  ont  donne  o?'^,2923  d'acide  carbonique 
et  og'^,1345   d'eau  (44,89^/0  de  carbone  et  8)47*^/0  d'hydrogene). 

Calcule  Trouve 

C5  60,00     45,07  45,13  44,89 

Hii  11,09      8,33  8,48  8,47 

O3  48,00    36,05 

N  14,04    10,55  10,56  10,52  10,52  10,52  10,48  10,52  10,57 

CsHiiOsN  133,13  100,00 

Soumis  a  un  rapide  chauffage  dans  des  tubes  capillaires  au 
bain  de  glycerine  jusqu'a  180^  environ,  puis  a  une  elevation 
lente  de  temperature  (a  raison  d'env.  10^  par  minute),  la  sub- 
stance suinta  a  217  a  218^,  ne  fondant  completement  qu'a  223  a 
224^  (corr.),  avec  degagement  d'air  et  brunissement.  Quand  la 
temperature  etait  maintenue  a  208  a  210^,  la  substance  fondait, 
en  brunissant  et  se  decomposant,  au  bout  d'env.  5  minutes. 
L'oxyacide  non  recristallise  se  comportait  de  la  meme  maniere; 
pourtant  les  fusion  et  decomposition  completes  se  produisaient 
deja  a  217  a  218^  (corr.). 

En  chauffant  pendant  quelque  temps  (15  a  30  minutes)  des 
quantites  un  peu  plus  grandes  de  l'oxyacide  dans  une  etroite 
eprouvette  fermee  d'un  bouchon  et  placee  au  bain  d'huile  a 
195  a  200^.  on  voit  des  gouttes  d'eau  se  deposer  sur  la  partie 
superieure  de  I'eprouvette,  vraisemblablement  avec  transformation 
de  l'oxyacide  en  acide  pyrrolidine-a-carbonique.  En  meme  temps 
il  s'est  effectue  des  scissions  plus  profondes,  avec  degagement 
d'ammoniaque  ou  d'autres  vapeurs  a  reaction  alcaline;  la  sub- 
stance restante  formait  une  masse  resineuse  brune. 

L'oxyacide  possede  un  gout  doux.  II  est  tres  soluble  dans 
I'eau,  peu  soluble  dans  I'alcool   absolu,    meme  a  chaud,    un  peu 
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plus  soluble  dans  I'alcool  methylique  et  dans  I'alcoo]  ethylique 
aqueux,  peu  soluble  dans  I'acetone  et  dans  I'ether  acetique,  tres 
peu  soluble,  sinon  tout  a  fait  insoluble,  dans  I'ether,  le  chloro- 
forme,  le  benzene  et  la  ligroine. 

Quant  a  la  maniere  dont  se  comporte  cet  oxyacide  vis-a-vis 
de  I'acide  phosphotungstique,  voir  la  troisieme  partie  de  ce 
memoire,  p.  168. 

c.  Preparation  de  la  glycocolle  a  partir  de  me- 
langes de  ce  compose  avec  I'acide  a-amino-^- oxy  va- 
le ri  que.  II  ressort  de  ce  qui  precede  que  la  glycocolle  est 
moins  soluble  dans  I'alcool  a  80  Vo  que  I'oxyacide,  et  par  conse- 
quent un  traitement  de  melanges  tant  soit  peu  riches  en  glyco- 
colle par  de  I'alcool  chaud  de  ladite  concentration,  fera  dissoudre 
la  presque  totalite  de  I'oxyacide,  mais  seulement  une  partie  de 
la  glycocolle.  J'ai  tente  de  diverses  manieres  de  faire  recristal- 
liser  I'oxyacide  dans  les  alcools  methylique  ou  ethylique  de  con- 
centrations differentes,  sans  pouvoir  jamais  obtenir  par  cette  voie 
un  oxyacide  parfaitement  exempt  de  glycocolle;  ce  n'est  qu'au 
moyen  des  sels  cuivriques  que  j'ai  pu  y  parvenir,  ainsi  que  je 
I'ai  expose  plus  haut.  Par  contre,  en  partant  de  la  partie  qui 
avait  resiste  a  I'alcool  chaud  a  80%,  j'ai  pu  preparer  sans  trop 
de  difficulte  de  la  glycocolle  pure.  Une  simple  dissolution  dans 
I'eau,  decoloration,  s'il  y  a  lieu,  au  moyen  du  noir  animal,  enfin 
precipitation  de  la  solution  convenablement  concentree  par  I'al- 
cool a  volume  egal,  suffisaient  ordinairement  a  fournir  de  la 
glycocolle  a  peu  pres  pure. 

os%ii93  de  glycocolle  ont  donne  une  quantite  d'ammoniaque 
correspondant  a  22^*=, 30  d'hyposulfite  (18,69^/0  d'azote). 

oS'^,1680  de  glycocolle  ont  donne  0^^1950  d'acide  carbonique 
et  08^1033  d'eau  (31,66^/0  de  carbone  et  6,88^/0  d'hydrogene). 

Avant  d'avoir  pu  constater  que  la  substance  souillant  I'oxy- 
acide brut  non  encore  purifie  par  le  sel  cuivrique,  etait  de  la 
glycocolle,  je  le  prenais  pour  acide  diaminopimelique  (v.  p.  144), 
et  j'ai  cherche  alors  a  separer  I'un  de  I'autre  les  deux  acides 
amines  par  precipitation  au  moyen  de  I'acide  phosphotungstique, 
que  je  croyais  devoir  precipiter  I'acide  diaminopimelique  (la  gly- 
cocolle). Or,  j'ai  reussi  parfaitement  bien,  et  je  vais  donner  ici 
une  courte  description  des  conditions  dans  lesquelles  ces  pre- 
cipitations ont  lieu,  supposant  qu'il  n'est  pas  generalement  connu 
que    la   glycocolle   pent   etre   precipitee  par  I'acide  phosphotung- 
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stique  avec  une  telle  facilite  que  je  I'ai  trouve,  meme  en  I'ab- 
sence  de  toute  autre  substance  precipitable  par  ce  reactif. 

Environ  20  gr.  du  sel  double  tres  soluble  ayant  cte  de- 
pourvus  de  cuivre  de  la  maniere  decrite  plus  haut  (v.  p.  161),  le 
melange  ainsi  obtenu  d'oxyacide  et  de  glycocolle  a  molecules 
a  peu  pres  egales,  fut  precipite  dans  une  solution  assez  con- 
centree  et  acidulee  d'acide  sulfurique  (le  volume  etait  d'environ 
100  cc.)  par,  en  tout,  environ  200  cc.  d'une  solution  forte  d'acide 
phosphotungstique  (100  cc.  contenaient  108  gr.  d'acide  cristallise). 
II  se  forma  un  depot  abondant  constitue,  ainsi  qu'un  examen  au 
microscope  I'a  fait  montrer,  par  des  cristaux  aciculaires  melanges 
d'agregats  de  cristaux  plutot  lamelles  et  qui,  laisses  en  repos 
jusqu'au  lendemain,  se  transformerent  en  prismes  de  4  pans. 
Apres  filtration  a  la  trompe,  on  lava  avec  3  X  25  cc.  d'une  so- 
lution d'acide  phosphotungstique  a   10%. 

Le  poids  du  depot  humide  etait  d'environ  90  gr.  Apres 
dissolution  dans  300  +50+50  cc.  d'eau  au  bain-marie,  j'en 
separai  par  filtration  une  petite  portion  non  dissoute  et  dont  la 
structure  etait  granuleuse.  Ayant  ajoute  au  filtrat  10  cc.  d'acide 
phosphotungstique  fort,  puis  refroidi  et  agite,  on  voit  le  sel 
phosphotungstique  se  precipiter  de  nouveau  sous  forme  de  jolis 
cristaux  blancs  qui,  regardes  au  microscope,  ont  la  forme  de 
petits  prismes  assez  minces  ou  plus  souvent  de  tables  a  4  pans 
et  presque  rectangulaires.  Abandonne  jusqu'au  lendemain,  le 
precipite  fut  filtre  a  la  trompe  et  lave  trois  fois  a  I'eau. 

Le  depot  recristallise  (A),  qui  a  I'etat  humide  pesait  80  gr. 
environ,  etait  constitue  exclusivement  de  sel  de  glycocolle;  car, 
dissous  dans  I'eau  chaude  et  decompose  a  I'hydroxyde  de  baryum 
de  la  fagon  habituelle,  il  fournissait  4^'', i  de  glycocolle  presque 
pure.     (La  teneur  en  azote  etait  de   18,57%).^) 


^)  Les  eaux-meres  et  les  liquides  de  lavage  de  la  precipitation  et  de  la  recri- 
stallisation  du  sel  phosphotungstique  de  la  glycocolle  furent  evapores  au 
bain-marie  jusqu'a  volume  de  70 — 80  cc,  puis  refroidis,  ce  qui  me  donna  un 
second  depot  (B)  qui,  recueilli  et  lave  4  fois  a  I'eau  glacee,  puis  decompose 
par  I'hydroxyde  de  baryum,  fournit  Sgr.S  d'une  substance  contenant  environ 
14*^/0  d'azote,  correspondant  a  un  melange  d'environ  40%  de  glycocolle  et 
60 Vo  d'oxyacide.  Le  filtrat  de  ce  depot  fournit,  apres  traitement  par  de  la 
baryte  etc.,  6gr,8  de  substance  (C)  contenant  10,86%  d'azote,  de  sorte  que 
c'etait  de  I'oxyacide  a  peu  pres  pur.  L'oxyacide  faisant  partie  de  la  sub- 
stance (B)  fut  exirait  par  ebullition  avec  de  I'alcool  a  80%.  Apres  avoir  ad- 
ditionne  la  solution  ainsi  obtenue  de  la  substance  (C),  on  chassa  I'alcool  et  pre- 
para  de  la  fagon  habituelle  le  sel  cuivrique  de  Toxyacide;  obtenu  6  gr.  dudit 
sel  a  I'etat  de  purete  approximative  (8,67  "/o  d'azote). 
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3  gr.  de  cette  glycocoUe  furent  boullis  avec  lOO  cc.  d'alcool 

a  80^/0,    ce    qui    ne    fit   entrer    en    dissolution    qu'une  partie  fort 

minime.     Je   fis   alors    dissoudre   le    reste    dans   de    I'eau    et    pre- 

cipiter  la  solution  par  le  double  volume  d'alcool,    obtenant  ainsi 

2s^,^  de  glycocoUe  cristallisee  d'une  belle  couleur   blanche.     Par 

dessiccation  dans   le   vide    a   70^,    le  poids  ne  diminua  pas.     Un 

chauffage  jusqu'a  225   a  230^^  fit  brunir  la  substance,    elle  fondit 

a  232  a  237^  (corr.),  et  contenait   18,70^/0  d'azote. 

0^^0944    de    glycocolle    ont   donne    una    quantite    d'ammoniaque 
correspondant  a   17^*^,65   d'hyposulfite  (18,70^/0  d'azote). 


Calcule 

Trouve 

C2 

24,00 

31,97 

31,66 

H5 

5,04 

6,71 

6,88 

0. 

32,00 

42,62 

N 

14,04 

18,70 

18,69 

18,70 


C2H502N   75,08     100,00. 

Je  vais  decrire  ici  un  certain  nombre  de  petits  essais  faits 
par  M.  A.  C.  Andersen  en  vue  d'eclaircir  la  solubilite  dans 
I'eau  des  sels  cuivriques  de  I'oxyacide  et  de  la  glycocolle,  soit 
a  I'etat  pur,  soit  melanges. 

Dans  ces  essais  nous  avons  fait  usage  d'un  sel  cuivrique 
pur  de  I'oxyacide,  ainsi  que  d'un  sel  cuivrique  de  glycocolle 
cristallisant  en  aiguilles  et  prepare  a  partir  de  la  glycocolle  pure: 

(CHo  •  NH2\       r^         1  r     r^         T  i  i  •  i      /        • 

cnn J2  ^'U,  H2O.    La  teneur  en  eau  de  ce  dernier  sel  etait 

de  7,83%,  la  teneur  en  azote  du  sel  deshydrate:  13,10^/0,  en 
cuivre  :  29,85  %,  tandis  que  le  calcul  avait  donne  7,84  ^/o  d'eau, 
13,26%  d'azote  et  30,04%  de  cuivre. 

Essai  I.  On  secoua  ^/soo  molecule -gramme  (02^,77)  du  sel 
cuivrique  de  la  glycocolle  pendant  4  heures  avec  15  cc.  d'eau 
dans  une  petite  fiole.  Apres  filtration  (a  la  temperature  de  20^), 
on  dosa  la  teneur  en  azote  dans  5  cc.  du  liquide  filtre;  trouve 
^mgr^29,  d'ou  Ton  peut  calculer  que  i  gr.  du  sel  cuivrique  h}'drate 
exige  environ  142  cc.  d'eau  pour  se  dissoudre  a  20^.  On  secoua  de 
nouveau  le  sel  cuivrique  non  dissout  pendant  4  heures  avec  15  cc. 
d'eau;  5  cc.  du  filtrat  (a  20^)  contenaient  egalement  4 '"sr^29  d'azote. 

Essai  2.  On  traita  ^/soo  molecule-gramme  (i^'',09)  du  sel 
cuivrique  de  I'oxyacide  de  la  meme  maniere  que  le  sel  de  la 
glycocolle  dans  I'essai  i. 
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5  cc.  clu  filtrat  obtenu  en  premier  lieu  (temp.  20^)  contenaient 
4'"g'',i9   d'azote,    5    cc.    du    second   filtrat    (temp.  20^)  contenaient 

3  mgr  jQ  d'azote,  d'ou  il  suit  qu'il  faut  respectivement  environ 
102  et  113  cc.  d'eau  pour  dissoudre  i  gr.  du  sel  cuivrique  de 
I'oxyacide. 

Essai  3.  0"'^,77  du  sel  de  la  glycocolle  +  i§^'',09  de  celui 
de  I'oxyacide  ont  ete  traites  de  la  meme  maniere  que  dans  les 
essais  i  et  2  avec  15  cc.  d'eau,  en  tout.  5  cc.  du  liquide  filtre  (a 
20^)  obtenu  en  premier  lieu,  contenaient  16'"^'^,  17  d'azote  (traites 
separement  dans  les  essais  i  et  2  :  4 '"§'',29  +  4 '"&'',  19  ^  8  "^"'',48 
d'azote);  3  cc.  du  second  filtrat  contenaient  I5""&'',67  d'azote  (es- 
sais  I   et  2:  4'"S'^,29  +  3'"S'-,79  =  8'"g'',o8  d'azote). 

Essai  4.  On  chauffa  og'^,77  du  sel  cuivrique  de  la  glyco- 
colle avec  15  cc.  d'eau  dans  une  eprouvette  pendant  une  demi- 
heure,  avec  dissolution  presque  totale;  par  refroidissement  le 
tout  se  figea  en  une  heure  et  prit  la  consistance  d'une  bouillie. 
5  cc.  du  filtrat  (a  17^)  contenaient  4 '"§'■,  10  d  azote;  par  conse- 
quent, I  gr.  du  sel  exige  a  cette  temperature  env.  149  cc.  d'eau 
pour  sa  dissolution, 

Essai  5.  On  traita  is''j09  du  sel  cuivrique  de  I'oxyacide 
comme  le  sel  de  la  glycocolle  dans  I'essai  4  et  il  s'est  comporte 
de  la  meme  maniere  que  celui-ci.  5  cc.  du  liquide  filtre  (a  17^) 
contenaient  5 '"^'',30,  d'ou  il  suit  qu'il  faut  environ  81  cc.  d'eau 
pour  dissoudre  a  cette  temperature   i   gr.  du  sel  en  jeu. 

Essai  6.  On  chauffa  o^^jj  du  sel  cuivrique  de  la  glyco- 
colle et  1=^,09  de  celui  de  I'oxyacide  ensemble  dans  une  eprou- 
vette avec  15  cc.  d'eau,  ce  qui  fit  dissoudre  le  tout  en  une  de- 
mi-heure.     Refroidi,    le    liquide    resta   limpide;    ce   n'est   qu'apres 

4  heures  de  repos  que  Ion  put  constater  un  commencement  de 
cristallisation.  Apres  abandon  jusqu'au  lendemain,  on  trouva 
dans  5  cc.  du  liquide  filtre  43 '"^^70  d'azote  (traite  separement 
dans  les  essais  4  et  5 :  4'"g'',io  +  5'"sr^30  =  9'"g'',40  d'azote). 

Pour  le  sel  cuivrique  de  I'oxyacide  les  essais  n'ont  pas 
donne  des  resultats  tout  a  fait  concordants,  probablement  parce 
qu'il  faut  plus  de  temps  que  Ion  n'en  a  employe  dans  les 
essais  susmentionnes,  tant  pour  produire  une  solution  saturee  du 
sel  par  agitation  avec  de  I'eau  a  la  temperature  ambiante,  que 
pour  porter  une  solution  sursaturee  a  separer  tout  I'excedant  du 
sel  dissous.  Toutefois  il  resulte  evidemment  de  ces  experiences, 
premierement   qu'a    la   temperature    ambiante    i   gr.  du   sel  cuiv- 
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rique  de  I'oxyacide  demande  pour  sa  dissolution  lOO  cc.  environ 
d'eau,  en  second  lieu  que  les  sels  cuivriques  de  I'oxy- 
acide et  de  la  glycocolle  augmentent  reciproquement 
et  a  un  degre  tres  considerable  la  solubilite  Tun  de 
I'autre   dans    I'eau,    comme  j'avais  I'intention  de  le  constater. 

3.    Transformation  de  I'acide  «-amino-(5-oxyval6rique  en  acide 
pyrrolidine-a-carbonique. 

Avant  d'exposer  les  essais  que  j'ai  effectues  en  vue  d'eclaircir 
les  conditions  dans  lesquelles  se  fait  la  transformation  de  I'oxy- 
acide amine  en  acide  pyrrolidinecarbonique,  je  vais  decrire  ici 
la  methode  dont  je  me  suis  servi  pour  deceler  et  doser  par 
approximation  de  petites  quantites  d'acide  pyrrolidinecarbonique 
en  presence  de  fortes  proportions  d'oxyacide.  J'ai  utilise  a  cet 
effet  la  maniere  differente  dont  se  comportent  les  deux  acides 
vis-a-vis  de  I'alcool  et  vis-a-vis  de  I'acide  phosphotungstique. 
Nous  avons  vu  dans  la  partie  precedente  de  ce  memoire  (v, 
p.  153)  que  I'alcool  absolu  agissant  sur  un  melange  des  deux 
composes,  en  extrait  la  presque  totalite  de  I'acide  pyrrolidine- 
carbonique, tandis  qu'il  ne  dissout  que  des  quantites  fort  minimes 
de  I'oxyacide. 

Les  essais  ci-dessous  mettent  en  evidence  la  maniere  dont 
les  deux  corps  ce  comportent  vis-a-vis  d'une  solution  d'acide 
phosphotungstique  (designee  ci-dessous  comme  »P-T«)  dont  la 
concentration  etait  telle  que   i  cc.  correspondit  a  10  mgr.  d'azote. 

No.  I.  Une  solution  aqueuse  a  5  Vo  d'oxyacide  pur  (v.  p. 
173)  additionnee  de  P-T,  ne  donna  pas  de  depot:  o?'',2  d'oxyacide 
pur  pouvaient  meme  etre  dissous  a  limpidite  complete  dans 
2^<=,5  de  P-T  (c'est-a-dire  un  peu  plus  de  P-T  que  la  proportion 
correspondant  a  I'azote).  Meme  apres  plusieurs  heures  de  repos, 
interrompu  par  des  agitations  frequentes,  le  liquide  conservait 
sa  limpidite;  mais  laisse  jusqu'au  lendemain,  il  montrait  presque 
toujours  un  commencement  de  cristallisation,  qui  par  frottement 
allait  en  augmentant.  Un  examen  microscopique  revela  que  le 
depot  qui  s'etait  forme  etait  constitue  exclusivement  par  des 
cristaux  aciculaires  qui,  lorsque  la  crystallisation  s'operait  au 
repos,  prenaient  I'aspect  de  faisceaux  d'aiguilles  assez 
epaisses.  Ce  depot,  une  fois  forme,  etait  assez  peu  soluble 
dans  I'eau,  mais  tres  soluble  dans  I'alcool. 

No.  2.     Une  solution  de  0'^'^,05   d'acide  pyrrolidinecarbonique 
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pur  (contenant  i  molecule  d'eau)  dans  10  cc.  d'eau,  additionnee 
de  I  cc.  P-T  et  frottee  avec  une  spatule,  ne  tarda  pas  a  separer 
un  precipite  blanc  compose,  ainsi  que  le  montra  I'examen  mi- 
croscopique,  exclusivement  de  prismes  courts  et  epais,  qua- 
drilateres  ou  hectoedriques,  rappelant  souvent  les 
cristaux  de  spath  calcaire  (designe  ci-dessous  comme 
»caracteristique«). 

No.  3.  Une  solution  de  o§'',025  d'acide  pyrrolidinecarbonique 
pur  dans  10  cc.  d'eau,  additionnee  de  ^/2  cc.  de  P-T,  ne  donna 
pas  de  depot  au  bout  d'une  heure;  mais  I'abandon  jusqu'au  lende- 
main  produisit  un  depot  assez  abondant  et  possedant  I'aspect 
caracteristique. 

En  presence  de  I'oxyacide,  la  reaction  nest  pas  tout  a  fait 
aussi  nette,  et  il  faut  ajouter  une  quantite  de  P-T  suffisante 
pour  convertir  en  sel  phosphotungstique  la  plus  grande  partie 
de  I'oxyacide;  sans  cela,  I'acide  pyrrolidinecarbonique  ne  se  pre- 
cipite pas,  a  moins  qu'il  n'y  soit  en  proportion  abondante. 

No.  4.  Une  solution  de  os'', I  d'oxyacide  -f  o^'',05  d'acide 
pyrrolidinecarbonique  dans  10  cc.  d'eau  additionnee  de  i  cc.  de 
P-T,  ne  donna  pas  de  depot  en  une  heure;  par  contre,  avec 
2  cc.  de  P-T,  il  se  produisit  en  beaucoup  moins  de  temps  un 
abondant  depot  caracteristique. 

No.  5.  Une  solution  de  o?'',  i  d'oxyacide  +  os'^,025  d'acide 
pyrrolidinecarbonique  dans  10  cc.  d'eau,  ne  donna  qu'apres  repos 
jusqu'au  lendemain  avec  2  cc.  de  P-T  un  assez  abondant  depot 
caracteristique. 

No.  6.  Une  solution  de  og'^,2  d'oxyacide  -\-  os'^,05  d'acide 
pyrrolidinecarbonique  dans  10  cc.  d'eau,  ne  donna  avec  3  cc.  de 
P-T  un  depot  caracteristique  qu'au  bout  de   12  heures  de  repos. 

No.  7.  Une  solution  de  og'^,2  d'oxyacide  +  os'p'/S  d'acide 
pyrrolidinecarbonique  dans  10  cc.  d'eau  donna,  avec  3  cc.  de  P-T, 
au  bout  d'une  demi-heure  un  abondant  depot  caracteristique. 

No.  8.  Une  solution  de  osr^2  d'oxyacide  +  o^"^,!  d'acide 
pyrrolidinecarbonique  dans  10  cc.  d'eau,  dans  laquelle  on  fit  tomber 
I  cc.  de  P-T,  fournit  un  depot  a  I'endroit  ou  tomba  la  goutte;  mais 
quand  on  secoua,  ce  depot  rentra  en  dissolution  et,  en  depit  d'agi- 
tation  constante,  une  heure  se  passa  avant  que  la  cristallisation 
commengat;  des  gouttes  ulterieures  de  P-T  produisirent  tout  de 
suite  un  abondant  precipite  caracteristique.  On  put  reconnaitre 
que  2  cc.  de  P-T  avaient  precipite  la  presque  totalite  de  I'acide 
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pyrrolidinecarbonique;  car  apres  abandon  jusqu'au  lendemain,  suivi 
d'une  filtration  et  d'une  addition  d'encore  i  cc.  de  P-T,  on  ne 
put  constater,  au  bout  de  8  heures,   qu'un   depot  insignifiant. 

No.  9.  Une  solution  de  o^'',2  d'oxyacide  +  os'^,25  d'acide 
pyrrolidinecarbonique  dans  10  cc.  d'eau,  a  laquelle  on  ajouta,  goutte 
a  goutte,  I  cc.  de  P-T,  fournit  un  depot  la  oii  tombait  la  goutte; 
mais  I'agitation  de  la  solution  fit  redissoudre  ce  depot,  et  quand 
on  ajoutait  encore  des  gouttes  de  P-T,  le  depot  ne  se  redissolvait 
que  partiellement,  et  le  reste  s'est  depose  a  I'etat  huileux.  Ce- 
pendant  I'huile  ne  fut  que  quelques  secondes  avant  de  se  cristal- 
liser,  apres  quoi  le  depot  se  precipita  aussitot  a  I'etat  cristallin 
et  possedant  I'aspect  caracteristique.  4  cc.  de  P-T  purent  precipiter 
la  totalite  de  I'acide  pyrrolidinecarbonique,  tandis  que  3  cc.  n'y 
suffisaient  pas. 

No.  10.  Une  solution  aqueuse  de  3  gr.  d'oxyacide  ayant  ete 
evaporee  a  siccite,  le  residu  fut  traite  par  I'alcool,  d'abord  a  froid, 
puis  a  chaud  et  sur  le  filtre.  Le  reste  non  dissous  dans  I'alcool 
pesait  2^\g.  Le  residu  d'evaporation  de  la  solution  alcoolique 
pesait  og'^,07.  Dissous  dans  10  cc.  d'eau,  il  ne  donna  de  depot 
ni  par  addition  de  i  cc,  ni  par  celle  de  2  cc.  de  P-T,  meme  pas 
apres  plusieurs  jours  de  repos. 

No.  II.  3  gr.  d'oxyacide  -h  og'',025  d'acide  pyrrolidinecar- 
bonique furent  soumis  au  meme  traitement  que  je  viens  de  de- 
crire.  Le  residu  non  dissous  dans  I'alcool  pesait  2^\g.  Le  re- 
sidu d'evaporation  de  Textraction  alcoolique  pesait  0^'', i.  Dissous 
dans  10  cc.  d'eau  et  additionne  de  2  cc.  de  P-T,  puis  laisse  en 
repos  jusqu'au  lendemain,  il  fournit  un  joli  depot  du  sel  phos- 
photungstique  de  I'acide  pyrrolidinecarbonique  et  qui  montrait 
I'aspect  caracteristique. 

En  me  basant  sur  ces  essais,  je  me  suis  servi  du  procede 
suivant  pour  rechercher  et  doser  approximativement  de  petites 
quantites  d'acide  pyrrolidinecarbonique  existant  a  cote  de  fortes 
proportions  d'oxyacide:  Apres  avoir  debarrasse  de  matieres  etran- 
geres  (acides  chlorhydriqne  et  sulfurique,  hydroxyde  de  baryum, 
etc.)  le  melange  d'oxyacide  et  d'acide  pyrrolidinecarbonique,  on 
a  evapore  a  consistance  de  bouillie  claire  la  solution  des  deux 
acides.  Le  reste,  solidifie  par  refroidissement,  fut  bien  triture 
a  I'alcool  absolu,  puis  filtre,  apres  quoi  on  a  lave  le  residu  trois  fois 
a  I'alcool  absolu  chaud.  Le  reste  non  dissous  fut  pese  et  consi- 
dere   comme   de   I'oxyacide,    et  la  solution   alcoolique  fut  diluee 
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avec  de  I'eau,  puis  evaporee  a  sec  dans  une  capsule  taree  a 
I'avance.  On  pese  le  residu,  puis  le  dissout  dans  lo  cc.  d'eau. 
En  agitant  constamment  la  solution,  on  y  fait  tomber  i  cc.  de 
P-T,  ce  qui,  en  presence  d'acide  pyrrolidinecarbonique,  donne 
toujours  naissance  a  un  precipite  huileux  qui,  par  suite  des  im- 
puretes  qu'il  contient,  est  toujours  plus  ou  moins  fonce  et  qui, 
agite,  ne  pent  pas  entrer  en  dissolution,  ce  qu'il  pent  par  contre 
quand  on  met  en  oeuvre  des  substances  pures.  Remue,  le  depot 
huileux  forme  une  masse  visqueuse  qui,  abandonnee  et  addi- 
tionnee  d'un  peu  plus  de  P-T,  ne  tarde  pas  a  devenir  cristalline. 
Le  liquide  surnageant  etant  devenu  limpide,  on  y  fait  tomber 
avec  precaution  une  goutte  de  P-T,  afin  de  voir  si  la  precipita- 
tion continue;  dans  ce  cas  on  verse  encore  i  cc.  de  P-T  dans 
la  solution,  et  le  precipite  ainsi  forme  est  alors  ordinairement 
cristallin.  On  continue  de  cette  maniere  jusqu'a  ce  que  I'addi- 
tion  d'une  goutte  de  P-T  ne  donne  plus  de  precipite  tout  de 
suite.  Alors  on  laisse  reposer  le  tout  pendant  une  heure,  en 
agitant  frequemment;  puis  on  filtre  et  additionne  le  liquide  filtre 
de  I  cc.  de  P-T.  Si  alors  dans  le  courant  d'une  heure  il  se  forme 
un  depot  caracteristique  et  bien  net  du  sel  phosphotungstique 
de  I'acide  pyrrolidinecarbonique,  on  filtre  de  nouveau  et  ajoute 
encore  i  cc.  de  P-T,  et  ainsi  de  suite,  jusqu'a  ce  qu'une  nouvelle 
addition  de  P-T  ne  provoque  plus  la  formation  du  depot  carac- 
teristique (constitue  de  cristaux  prismatiques  courts  et  epais,  voir 
p.  169).  On  peut  alors  considerer  comme  precipite  la  totalite  de 
I'acide  pyrrolidinecarbonique,  et  Ton  peut  juger  de  la  quantite 
de  celui-ci  par  la  dose  de  P-T  exigee  pour  la  precipitation  com- 
plete, en  ne  comprenant  pas  dans  le  compte  le  centimetre  cube 
ajoute  en  dernier  lieu,  et  qui  n'a  pas  donne  de  precipite,  et  en 
defalquant  toujours  i  cc.  de  P-T,  qui  peut  etre  regarde  comme 
correspondant  a  la  proportion  peu  considerable  d'oxyacide. 

J'ai  toujours  examine  bien  exactement  au  microscope  I'aspect 
des  precipites,  et  n'y  ai  jamais  rencontre  de  cristaux  aciculaires 
(sel  phosphotungstique  de  I'oxyacide,  voir  p.  168);  d'un  autre  cote, 
il  a  pu  arriver  que  le  precipite  n'a  pas  presente  I'aspect  carac- 
teristique decrit  plus  haut  J'ai  alors  tente  de  faire  recristalliser 
le  precipite  dans  de  I'eau,  mais  en  operant  ainsi  je  n'ai  jamais 
reussi  a  produire  les  cristaux,  faciles  a  reconnaitre,  du  sel  phos- 
photungstique de  I'acide  pyrrolidinecarbonique,  compose  qui  a 
I'etat   pur   se   recristallise    aisement.     Par   consequent,    dans   tous 
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les  cas  ou  le  precipite  n'offrait  pas  I'aspect  caracteristique^),  comme 
aussi  dans  ceux  oil,  meme  apres  abandon  jusqu'au  lendemain, 
aucun  depot  n'avait  pris  naissance,  j'ai  considere  I'oxyacide  en 
question  comme  exempt  d'acide  pyrrolidinecarbonique  ou,  plus 
exactement,  comme  renfermant  moins  de  25  mgr.  environ  de  cet 
acide  (comp.  essai  no.  11,   p.  170). 

Les  recherches  que  je  vais  exposer  et  que  j'ai  faites  a  Tocca- 
sion  de  la  recristallisation  de  I'oxyacide,  demontreront,  je  crois, 
que  I'oxyacide  employe  dans  les  essais  ci-dessus  etait  bien  exempt 
d'acide  pyrrolidinecarbonique. 

La  difference  entre  la  teneur  en  azote  de  I'oxyacide  et  celle 
de  I'acide  pyrrolidinecarbonique  deshydrate,  est  inferieure  a  2  ^/o. 
La  difference  entre  les  teneurs  en  carbone  atteint  a  peu  pres  7  ^/o. 
En  consequence,  une  analyse  elementaire  ne  saurait  deceler  une 
proportion  inferieure  a  2  ou  3  ^/o  d'acide  pyrrolidinecarbonique 
dans  I'oxyacide,  et  dans  un  dosage  d'azote  le  pourcentage  de- 
celable  de  ladite  impurete  est  plutot  moindre  encore.  L'epreuve 
qualitative  mentionnee  precedemment  (v.  p.  168)  et  d'apres  la- 
quelle  os'',2  d'oxyacide  doivent  se  dissoudre  a  limpidite  complete 
dans  2",5  de  P-T,  n'est  pas  non  plus  assez  sensible  pour  deceler 
des  quantites  minimes  d'acide  pyrrolidinecarbonique;  mais,  d'un 
autre  cote,  elle  est  excellente  quand  il  s'agit  de  prouver  par 
tatonnements  la  presence  dans  I'oxyacide  non  seulement  d'acide 
pyrrolidinecarbonique,  mais  encore  de  glycocolle  (comp.  p.  165). 
En  revanche,  I'autre  methode  decrite  plus  haut  est  beaucoup  plus 
precise:  elle  permet  meme  d'etablir  I'existence  de  moins  de  i  ^/o 
d'acide  pyrrolidinecarbonique  dans  I'oxyacide  (p.  170,  essais 
n°s  10  et  11).  II  est  evident  que  I'application  de  cette  epreuve, 
jointe  a  la  recristallisation  de  quantites  considerables  d'oxyacide, 
permettra  de  reveler  la  presence  d'une  teneur  encore  moindre  en 
acide  pyrrolidinecarbonique,  etant  donne  que  celui-ci,  qui  peut 
etre  extrait  meme  par  I'alcool  absolu,  restera  dans  I'eau-mere 
lorsqu'on  fait  recristalliser  I'oxyacide  dans  I'alcool  a  80%.  La 
recristallisation  de  20  gr.  d'oxyacide  obtenu  par  le  procede  de- 
crit  precedemment,  c'est-a-dire  au  moyen  de  sel  cuivrique  recri- 
stallise  (v.  p.  161),  a  alors  produit  en  premier  lieu  I4^^7  d'oxy- 
acide recristallise  (v.  p.  162).     En  chassant  I'alcool  de  I'eau-mere 


^)  Ces  cas  ne   se   produisaient    que    lorsque    la   quantite   de  P-T    mise    en   oeuvre 
etait  fort  peu  considerable,   et  meme  alors  ils  etaient  assez  rares. 
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dans  le  vide,  dissolvant  le  residu  dans  de  I'eau,  evaporant  la 
solution  au  bain-marie  jusqu'a  consistance  de  bouillie,  triturant 
et  lavant  cette  masse  a  I'alcool  absolu,  d'abord  a  froid,  puis  a 
chaud,  on  put  obtenir  encore  5  gr.  d'oxyacide,  tandis  qu'eva- 
pores  a  siccite,  les  extraits  alcooliques  laissaient  un  residu  pesant 
os'',2  et  dans  lequel  on  pouvait  bien,  a  I'aide  de  P-T,  reconnaitre 
I'existence  d'acide  pyrrolidinecarbonique,  mais  en  proportions 
tellement  minimes  que  sa  teneur  en  azote  n'a  pu  atteindre  que 
quelques  peu  milligrammes.  J'ai  eu  un  resultat  tout  a  fait  ana- 
logue en  faisant  recristalliser  20 ^^^8  d'oxyacide  (recuperes  pour 
la  majeure  partie  dans  les  essais  faits  en  vue  de  convertir  I'oxy- 
acide,  en  acide  pyrrolidinecarbonique  en  traitant  par  un  acide, 
par  etherification  etc.):  le  rendement  etait  de  I4^'',8  -f-  5 ^^,6  d'oxy- 
acide, et  la  solution  alcoolique  fournissait  un  residu  pesant  os'',23 
et  renfermant  une  trace  d'acide  pyrrolidinecarbonique.  En  faisant 
observer  que  seul  I'acide  oxyamine  recristallise  (c'est-a-dire,  dans 
les  deux  essais  ci-dessus  indiques,  respectivement  les  I4*'',7  et  les 
I4g'',8)  a  servi  tant  pour  les  recherches  exposees  au  debut  de  ce 
chapitre  que  pour  les  essais  decrits  ci-apres  de  transformation 
de  I'oxyacide  en  acide  pyrrolidinecarbonique,  je  crois  etre  en 
droit  de  tirer  cette  conclusion  qu'on  peut  regarder  ledit  oxy- 
acide  recristallise   comme    exempt   d'acide  pyrrolidinecarbonique. 

a.  Traitementde  I'oxyacide  par  I'acide  chlorhydri- 
que  ou  par  I'hydroxyde  de  baryum. 

Essai  n°  i.  Une  solution  de  3  gr.  d'oxyacide  dans  200  cc. 
d'acide  chlorhydrique  5-normal,  fut  evaporee  au  bain-marie 
en  3  heures.  Puis  j'y  ai  ajoute  de  nouveau  200  cc.  d'acide  chlor- 
hydrique 5-normal  et  evapore  encore.  Finalement,  cette  opera- 
tion a  ete  repetee  pour  la  troisieme  fois.  Deja  apres  la  premiere 
■evaporation  en  presence  d'acide  chlorhydrique,  un  petit  echan- 
tillon  preleve  et  dilue  d'un  peu  d'eau,  a  donne  avec  P-T  un  pre- 
cipite  abondant. 

Le  residu  d'evaporation  dissous  dans  de  I'eau,  fut  debarrasse 
d'acide  chlorhydrique  au  moyen  de  carbonate  d'argent,  et  la 
solution  privee  d'argent  et  renfermant  une  proportion  fort  minime 
d'acide  chlorhydrique,  fut  evaporee  et  soumise  au  traitement  de- 
crit  a  la  p.  170. 

2s^,6  d'oxyacide  resterent  indissous  dans  I'alcool  (05'',2  se  sont 
dissous   a   limpidite    complete   dans    2^,5    de    P-T).     La   solution 
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alcoolique  laissa  un  residu  du  poids  de  0§'^,3;  la  quantite  d'acide 
pyrrolidinecarbonique  y  contenue  repondait  a  environ  2  cc.  de 
P-T  ou  a  environ  20  mgr.  d'azote  (le  y^^^^  cc.  de  P-T  donna 
encore  du  depot,  le  4>^'"^  non  (v.  p.  171). 

II  ressort  done  que  dans  cet  essai  environ  6%  de  la 
quantite  d'oxyacide  se  sont  convertis  en  acide  pyrro- 
lidinecarbonique. 

Essai  n°  2.  3  gr.  d'oxyacide  furent  traites  comme  je  viens 
de  I'indiquer,  a  cette  difference  pres  que  I'acide  chlorhydrique 
5 -normal  a  ete  remplace  par  la  meme  quantite  d'acide  chlorhydri- 
que concentre. 

2  2^,3  d'oxyacide  resterent  indissous  dans  I'alcool  absolu  (os'',2 
se  sont  dissous  a  limpidite  complete  dans  2'^<=,5  de  P-T)  La 
solution  alcoolique  laissa  un  residu  du  poids  de  Qg'^jS;  la  quan- 
tite d'acide  pyrrolidinecarbonique  y  contenue,  repondait  a  environ 
4  cc.  de  P-T  ou  a  40  mgr.  environ  d'azote. 

II  ressort  done  que  dans  cet  essai  environ  13%  de  la 
quantite  d'oxyacide  se  sont  convertis  en  acide  pyrro- 
lidinecarbonique. 

Essai  n°  3.  3  gr.  d'oxyacide  furent  dissous  dans  200  cc. 
d'acide  chlorhydrique  concentre,  qui  se  trouvaient  dans 
un  ballon  de  ^/4  1.  Puis,  on  a  chauffe  pendant  3  heures  dans  le 
bain  d'huile,  dont  la  temperature  s'eleva  graduellement  j  usqu'a 
150^.  Apres  evaporation  dans  une  capsule  au  bain-marie,  le 
residu  fut  repris  par  100  cc.  d'acide  chlorhydrique  concentre,  et 
la  solution  fut  de  nouveau  evaporee  au  bain-marie.  Ces  operations 
terminees,    on  soumit  au  meme   traitement  que  dans  I'essai  n°  i. 

i^S75  d'oxyacide  resterent  indissous  dans  I'alcool  absolu 
(08^,2  se  sont  dissous  a  limpidite  complete  dans  2^^^,$  de  P-T). 
La  solution  alcoolique  laissa  un  residu  du  poids  de  i^^i;  la 
quantite  d'acide  pyrrolidinecarbonique  y  contenue  repondait  a 
environ   10  cc.  de  P-T,  soit  a  100  mgr.  environ  d'azote. 

II  ressort  done  que  dans  cet  essai  32^/0  environ  de 
I'oxyacide  se  sont  convertis  en  acide  pyrrolidinecar- 
bonique. 

Quand  on  chauffe  I'oxyacide  en  presence  d'acides  chlorhy- 
drique ou  sulfurique  fort  etendus,  il  ne  se  forme  pas  d'acide 
pyrrolidinecarbonique  (voir  les  essais  n^^  7  et  8,  p.  180). 

Essai  n°  4.  On  traita  3  gr.  d'oxyacide  dans  un  ballon  de 
I  1.,  renfermant  40  gr.  d'hydroxyde  de  baryum  cristallise  et  100  cc. 
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d'eau,  en  chauffant  au  bain-marie  pendant  32  heures.  Apres 
avoir  ajoute  encore  20  gr.  de  baryte  et  50  cc.  d'eau,  et  apres 
un  chauffage  ulterieur  durant  32  heures,  j'ai  elimine  tout  ie 
baryum  avec  un  exces  aussi  petit  que  possible  d'acide  sulfuri- 
que.  Finalement,  le  filtrat  du  sulfate  de  baryum  a  ete  evapore 
et  traite  comme  a  I'ordinaire. 

2S'-j7  d'oxyacide  resterent  indissous  dans  I'alcool  absolu  (os'',2 
se  sont  dissous  a  limpidite  complete  dans  2'^%5  de  P-T);  la  solu- 
tion alcoolique  laissa  un  residu  qui  pesait  os'^,3  et  qui,  dissous 
a  I'eau,  ne  donna  pas  de  precipite  avec  P-T,  de  sorte  que  dans 
cet  essai  il  ne  s'est  pas  forme  d'acide  pyrrolidine- 
carbonique.  L'action  de  I'hydroxyde  de  baryum  sur  I'oxyacide 
n'a  pas  non  plus  fait  perdre  des  quantites  notables  d'azote,  car 
la  solution  aqueuse  des  o&'',3  contenaient  environ  2S  mgr.  d'azote 
(3  S^-  "^  ^g'^,/  =  o&'^,3  d'oxyacide  contiennent  ^i^^s^fis  d'azote). 

Le  sel  phosphotungstique,  obtenu  dans  les  essais  n°^  I,  2 
et  3,  de  I'acide  pyrrolidinecarbonique,  fut  rassemble,  puis  lave  a 
I'eau  froide.  Ensuite,  j'ai  elimine  I'acide  phosphotungstique  et 
precipite  encore  une  fois  I'acide  pyrrolidinecarbonique  a  I'etat  de 
sel  phosphotungstique.  Cela  fait,  I'acide  pyrrolidinecarbonique 
obtenu  a  partir  de  ce  dernier  precipite,  fut  transforme  en  sel 
cuivrique.  (Pour  le  mode  operation,  voir  p.  154  et  157).  J'ai  ob- 
tenu I  ^"^,0  de  sel  cuivrique  cristallisant  comme  auparavant  en 
belles  tables  rhomboidales  caracteristiques,  et  qui  cependant,  sou- 
mis  au  lavage  a  I'alcool  absolu,  demeura  assez  longtemps  en  con- 
tact avec  celui-ci  et,  par  suite,  ceda  un  peu  de  son  eau  de  cris- 
tallisation^),  en  changeant  de  couleur.  L'eaumere  a  fourni  en- 
core og'^,2  de  sel  cuivrique  presque  pur,  mele  seulement  a  un 
peu  de  sulfate  de  cuivre. 

og'',9544  de  sel  cuivrique  seche  a  I'air,  furent  places  dans  le  vide 
k  70^,  et  abandonn^rent  en  48  heures  seulement  og'',o8i4  (8,53%), 
alors  que  le  sel  cuivriciue  hydrate  doit  contenir  10,99^/0  d'eau.  J'ai 
done  expose  le  reste  sec,  pesant  o'^'^,873o,  au-dessus  d'eau  pendant 
48  heures,  puis  a  I'air,  jusqu'a  poids  constant.  II  avait  alors  absorbe 
osi-,io77  d'eau,  correspondant  a  10,98^/0  du  poids  du  sel  hydrate 
(og'',98o7  =  08^8730  H-  0^^1077). 

og'',2  295  ^^  c^  dernier  sel  ont  donne  une  quantite  d'ammoniaque 
correspondant  a  19 '''',5 5  d'hyposulfite  (8,52  %  d'azote,  calcule:  8,57  Vo). 

^)  Ceci  expliquera  peut-elre  la  leneur  j)eu  elevee  en  eau  (9.79  Vo)  d'un  sel  cuivri- 
que, pur  a,  part  cette  eau.  prepare  par  E.  Fischer  (Zeitsch.  physiol.  Ch.  ^2^  4^3 
[1901])  au  moyen  de  I'acide  pyrrolidine-a-carbonique  racerai(jue,  qu'il  avait 
obtenu  par  scission  d'albumine  d'oeuf. 
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Le  petit  essai  ci-apres  demontre  que,    traite  par  I'alcool  ab- 

solu,    un   sel   cuivrique    de  composition  tout  a  fait  normale  cede 

des  quantites  notables   d'eau.     Sur  i   gr.  du   sel   cuivrique   men- 

tionne  plus  haut  (v.  p.  157)  de  I'acide  pyrrolidinecarbonique  (conte- 

nant  10,95^0  d'eau  et  8,51%  d'azote)    et  que  j'avais  place  dans 

une  petite  capsule,  j'ai  verse  25  cc.  d'alcool  absolu.    Apres  avoir 

agite  quelques  minutes,  il  se  produisit  un  changement  de  couleur 

bien  prononce:  du  bleu  pur  au  violet  de  plus  en  plus  fonce.  Ayant 

agite  frequemment  pendant  une  demi-heure,  on  filtra,  et  le  sel  fut 

lave  une  fois  a  I'alcool  absolu,  puis  a  Tether;  finalement  il  subit 

une  dessiccation  rapide  a  I'air.     A  la  suite   de   ce   traitement,  le 

poids  etait  d'environ  o^^jQ.     J'ai   trouve    une   teneur  en  azote  du 

sel  anhydre  de  9,22^0  et,  par  consequent,    il  n'y  a  pas  eu  des- 

hydratation  complete   (le  calcul  avait  donne  une  teneur  en  azote 

du  sel  anhydre  de  9,62  ^/o).     Aussi,    place  au-dessus  d'eau,    puis 

expose    a   I'air  jusqu'a   poids    constant,    le   sel   a-t-il   absorbe   de 

nouveau    8,66^/0  d'eau,    ce    qui   donne    une    teneur   en   azote  du 

sel  hydrate  de 

o  22  yc  100 

-' — --— - —  =  8,40  (la  substance  initiale  contenait  8,U  Vo  d'azote. 
108,66 

b.  Dedoublement  du  produit  de  benzoylation  de 
I'oxyacide  a  I'aide  des  acides  chlorhydrique  ou  sul- 
furique.  Si  Ton  prend  a  tache  de  rechercher  I'acide  a-amino- 
(5-oxyvalerique  ou  des  oxyacides  amines  semblables  dans  un  me- 
lange de  divers  acides  amines,  forme  dans  une  scission  ordinaire 
de  matiere  proteique,  on  se  trouve  actuellement  assez  embarrasse. 
Comme  on  I'a  dit  dans  1' introduction,  il  est  vrai  qu'on  a  reussi, 
a  I'aide  de  la  »methode  par  etherification«  de  E.  Fischer,  a 
isoler  la  serine  des  produits  de  decomposition  d'une  grande  serie 
de  proteines;  mais  deja  la  serine,  terme  le  plus  bas  du  groupe 
des  acides  oxyamines,  se  trouve  dans  les  fractions  bouillant  a  la 
temperature  la  plus  elevee  des  ethers-sels  des  acides  amines  et, 
par  consequent,  il  est  fort  probable  que  les  ethers-sels  des  termes 
plus  eleves  de  la  serie  des  oxyacides  amines  ne  se  laissent  dis- 
tiller que  tres  difficilement;  I'essai  decrit  dans  la  derniere  partie 
du  present  chapitre  (v.  p.  181)  confirme  cela  en  ce  qui  concerne 
I'acide  a-amino-^-oxyvalerique. 

On  est  alors  tente  d'essayer  I'isolation  des  acides  oxyamines 
a  I'aide  de  produits  de  substitution  convenables,  qui  pourraient 
ci  leur  tour  fournir  les  acides  eux-memes. 
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C'est  pourquoi  j'ai  pense  qu'il  y  aurait  interet  a  apprendre 
a  connaitre  les  proprietes  du  produit  benzoyle  de  I'acide  «-amino- 
^-oxyvalerique,  et  surtout  a  essayer  s'il  y  avait  possibilite,  par 
scission  au  moyen  d'acides  tres  etendus,  de  regagner  I'oxyacide 
sans  qu'il  se  produise  en  meme  temps  des  quantites  trop  im- 
portantes  d'acide  pyrrolidine-a-carbonique. 

^/2o  molecule-gramme  d'oxyacide  (6g'^,66)  a  ete  benzoyle  en 
refrigerant  constamment  a  la  glace  et  secouant  a  peu  pres  comme 
cela  a  ete  indique  pour  I'acide  a-(3-diaminovalerique^),  avec  le 
triple  de  la  quantite  calculee  de  chlorure  de  benzoyle  ajoute  par 
10  portion  egales.  En  meme  temps  on  a  ajoute  une  solution 
d'hydroxyde  de  baryum  de  maniere  que  la  reaction  fut  tou- 
jours  nettement  alcaline  (quantites  totales  employees:  21  gr.  de 
chlorure  de  benzoyle  et  800  cc.  d'eau  de  baryte  saturee  a  froid). 
Apres  repos  jusqu'au  lendemain,  on  a  separe  par  filtration  une  pe- 
tite quantite  d'une  impurete  huileuse  (contenant  un  total  de  38  mgr. 
d'azote),  apres  quoi  le  liquide  filtre  alcalin  a  ete  refroidi  a  la 
glace  et  precipite  par  50  cc.  d'acide  chlorhydrique  5 -normal. 
L'acide  benzoique  ainsi  precipite  pesait  a  I'etat  lave  et  seche  a 
I'air  Qs^Q  et  renfermait,  en  tout,  seulement  6  mgr.  d'azote.  Le 
reste  de  I'acide  benzoique  libre  a  ete  extrait  de  la  solution  en 
la  secouant  avec  de  I'ether.  On  a  obtenu  ainsi  3  ^"^,05  d'acide  ben- 
zoique renfermant,  en  tout,  45  mgr.  d'azote  et  qui,  partant, 
n'etait  pas  pur;  en  traitant  ces  3  gr.  d'acide  benzoique  impur 
par  de  petites  doses  successives  d'ether,  on  a  pu  extraire  I'acide 
benzoique,  et  il  restait  une  masse  huileuse  incristallisable  et  formee 
vraisemblablement  du  derive  benzoyle  de  I'oxyacide. 

La  solution  depourvue  d'acide  benzoique  libre,  fut  rendue 
tres  faiblement  alcaline  a  I'aide  d'eau  de  baryte,  puis  evaporee 
au  bain-marie  jusqu'a  consistance  de  bouillie  claire.  Cette  masse 
refroidie  a  la  glace  et  trituree  avec  un  pistille,  fut  traitee  par  en- 
viron 20  fois  son  volume  d'alcool  absolu.  Apres  3  heures  de  se- 
jour  dans  de  I'eau  glacee,  le  chlorure  de  baryum  (47  ^'',2  avec,  en 
tout,  5  mgr.  d'azote)  est  separe  par  filtration,  puis  soigneusement 
lave  a  I'alcool  absolu.  On  distille  I'alcool  de  la  solution  alcooli- 
que  dans  le  vide,  dissout  le  residu  dans  de  I'eau  et  evapore  la 
solution  aqueuse  au  bain-marie  jusqu'a  consistance  sirupeuse. 
Refroidie  dans  I'eau  glacee,  la  masse  devient  pateuse,  sans  toute- 


^)  Ces  memes  Comptes-rendus  6,  45  (1902). 
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fois  se  cristalliser  nettement.  Delayee  dans  de  I'alcool,  la  masse 
sirupeuse  se  dissout  facilement,  bien  qu'un  peu  lentement  (em- 
ploye 100+  50  cc.  d'alcool  absolu);  il  reste  un  peu  de  chlorure 
de  baryum  qui,  lave  a  Talcool  absolu  et  seche  a  Fair,  accuse  un 
poids  de  0^^,75   et  renferme  en  tout  2  mgr.  d'azote. 

On  verra  plus  loin  que  la  solution  alcoolique  renferme  le 
sel  de  baryum  de  Tacide  a- benzoylamino-^-oxy  valeri- 
que,  sel  qui,  par  consequent,  n'a  ete  obtenu  ici  que 
sous  forme  d'une  masse  sirupeuse  soluble  dans  I'al- 
cool absolu.  La  solution  contenait  en  tout  594  mgr.  d'azote; 
comprenant  dans  le  compte  les  teneurs  en  azote  des  precipites 
mentionnes  precedemment  (38  +  6  +  45+5  +2  =  96  mgr.),  nous 
arrivons  a  une  teneur  totale  en  azote  de  690  mgr.  (La  matiere 
premiere  en  contenait  V20  X  14040  =  702  mgr.). 

A  I'aide  d'une  portion  minime  de  sulfate  d'argent  et  d'une 
quantite  convenable  d'acide  sulfurique  etendu,  la  solution  alcooli- 
que du  sel  de  baryum  fut  depourvue  de  la  majeure  partie  de 
son  chlore  et  de  tout  son  baryum,  de  sorte  que,  outre  I'acide 
a-benzoylamino-^-oxyvalerique  libre,  la  solution  ne  renfermait  plus 
qu'une  trace  d'acide  chlorhydrique  et  d'acide  sulfurique.  Apres 
dosage  de  I'azote  dans  une  prise  de  la  solution,  on  en  mesura 
2  portions  (celles  employees  dans  les  essais  n°s  5  et  6  ci-dessous) 
contenant  chacune  264  mgr.  d'azote,  correspondant  a  2^"^,^  d'oxy- 
acide;  la  proportion  correspondante  de  la  combinaison  benzoylee 
doit  fournir  par  dedoublement  2S'^,3  d'acide  benzoique. 

L'alcool  des  deux  solutions  mesurees  fut  distille,  sous  pres- 
sion  reduite,  dans  des  ballons  de  la  capacite  de  i  1.,  et  les  residus 
huileux,  constitues  par  de  I'acide  a-benzoylamino-^-oxyvalerique, 
furent  traites  au  bain  d'eau  bouillante  respectivement  par  50  cc. 
d'acide  chlorhydrique  normal  (essai  n°  5)  et  par  50  cc.  d'acide 
sulfurique  normal  (essai  n^  6).  En  meme  temps  et  dans  des 
conditions  tout  a  fait  analogues,  2 §'^,5  d'oxyacide  non  benzoyle 
furent  chauffes  en  presence  de  50  cc.  d'acide  chlorhydrique  nor- 
mal (essai  n°  7)  ou  de  50  cc.  d'acide  sulfurique  normal  (essai  n°  8). 
La  duree  du  chauffage  etait  de  8  heures  chaque  fois.  Ensuite, 
I'acide  benzoique  mis  en  liberte  dans  les  essais  n°^  5  et  6  fut  extrait 
a  I'aide  d'ether,  et  les  extraits  etheres  furent  laves  en  secouant 
avec  2  X  10  cc.  d'acide  normal  respectivement  chlorhydrique  et 
sulfurique,  puis  evapores  a  siccite  dans  une  capsule  pesee  d'avance, 
la  chaleur  etant  aussi  faible  que  possible.    L'acide  chlorhydrique 
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ou  sulfurique  ayant  servi  au  lavage  de  I'ether,  fut  ajoute  a  la 
solution  principale  (resp.  I'essai  n''  5  et  I'essai  n''  6),  et  en  meme 
temps  on  ajouta  une  quantite  correspondante  d'acide  chlorhydri- 
que  ou  sulfurique  aux  deux  portions  d'oxyacide  non  benzoyle 
(essais  n'^  7  et  8),  puis  on  chauffa  de  nouveau  pendant  8  heures, 
et  ainsi  de  suite,  jusqu  a  ce  que,  dans  les  essais^  sur  I'oxyacide 
benzoyle,  le  liquide  apres  un  chauffage  renouvele  ne  cedat  plus 
d'acide  benzo'ique  a  I'ether.  On  a  constamment  controle  le  vo- 
lume du  liquide,  de  meme  qu'en  ajoutant  de  temps  en  temps 
un  peu  d'eau,  on  a  pris  soin  que  la  concentration  de  I'acide 
variat  aussi  peu  que  possible.  Finalement,  I'acide  chlorhydrique 
ou  sulfurique  ayant  ete  precipite  de  la  maniere  habituelle,  on 
evapora  la  solution  a  sec,  et  rechercha  par  la  methode  prece- 
demment  decrite,  si  le  residu  contenait  de  I'acide  pyrrolidine- 
carbonique  (voir  p.  170). 

Comme  on  devait  s'y  attendre.  Taction  dedoublante  de  I'acide 
chlorhydrique  normal  fut  plus  rapide  que  celle  de  I'acide  sulfuri- 
que. En  effet,  apres  8  heures  de  chauffage  en  presence  de  I'acide 
chlorhydrique,  toute  I'huile  avait  disparu,  alors  que  dans  le  cas  de 
I'acide  sulfurique  il  se  passait  2X8  heures  (comparez  aussi  les 
quantites  d'acide  benzoique  extraites). 

Essai  n''5.  Le  derive  benzoyle  de  2^'',5  d'oxyacide  fut  sou- 
mis  pendant  6X8  heures  a  Taction  de  la  chaleur  en  presence 
d'acide  chlorhydrique  normal.  L'acide  benzoique  obtenu  pesait: 
1,30  +  0,45  H-  0,25  +0,15  -!-  0,08  -f  0,02  =  2«'',25  (calcule:  2^',^). 
Pendant  Tevaporation  de  la  solution  privee  de  son  acide  chlor- 
hydrique, I'odeur  caracteristique  de  pyrrolidine  se  faisait  sen- 
tir  tres  nettement.  Poids  du  residu  d'evaporation  2S'',44,  dont 
par  le  traitement  a  Talcool  absolu  2-'',26  d'oxyacide  sont  restes 
indissous  (osrj2  de  I'oxyacide  se  sont  dissous  a  limpide  complete 
dans  2 '^^,5  de  P-T).  La  solution  alcoolique  laissa  un  residu 
pesant  o-'',  17  et  (jui,  traite  par  i  cc.  de  P-T,  donna  un  abondant 
precipite  huileux  sans  les  cristaux  caracteristiques  du  sel  phos- 
photungstique  de  Tacide  pyrrolidinecarbonique;  en  additionnant 
de  nouveau  de  P-T,  on  n'obtint  plus  de  precipite,  d'ou  il  faut 
conclure  a  la  presence  d  une  trace  seulement  d'acide  pyrrolidine- 
carbonique. 

Essai  n^  6.  Le  derive  benzoyle  de  2^^,^  d'oxyacide  fut 
chauffe  pendant  7X8  heures  en  presence  d'acide  sulfurique  nor- 
mal.    L'acide   benzoique   obtenu   pesait:    0,75  -f-  0,50  +  0,40  -h 
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0,30  +  0,23  -f-  0,10  -h  0,04  =  2g^,32.  Pendant  I'evaporation  de  la 
solution  debarrassee  d'acide  sulfurique,  on  percevait  une  forte 
odeur  de  pyrrolidine.  Le  residu  d'evaporation  pesait  2g'^,40. 
Insolubles  dans  I'alcool  absolu  restaient  2s\io  d'oxyacide  (og'^,2 
se  sont  dissous  a  limpidite  complete  dans  2C'=,5  de  P-T).  La  solu- 
tion alcoolique  laissa  un  reste  pesant  0^^,28  et  qui  se  comportait 
tout  a  fait  comme  celui  de  I'essai  n°  5. 

Essai  n°  7.  2 §'^,5  d'oxyacide  furent  chauffes  pendant,  en  tout, 
6  X  8  heures  avec  de  I'acide  chlorhydrique  normal.  Pendant 
Tevaporation  de  la  solution  debarrassee  d'acide  chlorhydrique, 
I'odeur  de  pyrrolidine  ne  se.  faisait  pas  sentir.  Le  re- 
sidu d'evaporation  pesait  2 §•',45,  dont  le  traitement  par  I'alcool 
absolu  a  laisse  indissous  2S'',35  d'oxyacide  (og',2  se  sont  dissous 
a  limpidite  complete  dans  2""^,$  de  P-T).  La  solution  alcoolique 
laissa  un  reste  pesant  0&'',i  et  qui,  traite  par  P-T,  donna  un  pre- 
cipite  fort  minime  sans  cristaux  de  sel  phosphotungstique  de 
I'acide  pyrrolidinecarbonique. 

Essai  n°  8.  2S'',5  d'oxyacide  'furent  soumis  pendant  7X8 
heures  a  Faction  de  la  chaleur  en  presence  d'acide  sulfurique 
normal.  Pendant  I'evaporation  de  la  solution  privee  de  son  acide 
sulfurique  I'odeur  de  pyrrolidine  nese  faisait  pas  sentir. 
Le  reste  d'evaporation  pesait  2  8"', 50.  Insoluble  dans  I'alcool  absolu 
etaient  2srj45  d'oxyacide  {os^,2  se  sont  dissous  a  limpidite  com- 
plete dans  2*=<=,5  de  P-T).  La  solution  alcoolique  laissa  un  residu 
pesant  og'^,05  et  qui  ne  donna  pas  de  precipite  avec  P-T). 

Essai  n°  9.  Le  derive  benzoyle  de  5  gr.  d'oxyacide  (pre- 
pare de  la  meme  maniere  que  celui  qui  servait  aux  essais  n°^  5 
et  6)  fut  dedouble  par  chauffage  pendant  2  +  i  heures,  en  pre- 
sence de  200 -h  100  cc.  d'acide  chlorhydrique  concentre,  dans  un 
ballon  de  I  1.  place  dans  le  bain  d'huile,  dont  on  eleva  peu  a  peu  la 
temperature  vers  150^.  Malheureusement,  on  perdit  par  accident 
la  majeure  partie  de  la  substance;  neanmoins  on  put  constater, 
presque  avec  certitude,  que  ce  traitement  avait  trans  forme  en 
acide  pyrrolidinecarbonique  30  a  40  ^/o  de  I'oxyacide 
employe.  L'acide  pyrrolidinecarbonique  ainsi  forme  fut  pre- 
cipite a  I'etat  de  sel  phosphotungstique,  qu'on  decomposa  par  le 
precede  ordinaire,  apres  quoi  I'acide  fut  reprecipite  par  P-T.  De 
ce  precipite  j'ai  tire  I'acide  pyrrolidinecarbonique,  qui  alors  m'a 
fourni  le  sel  cuivrique  sous  la  forme  de  feuillets  caracteristiques 
rhomboidaux  d'une  belle  couleur  bleue. 
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0^^1323  de  sel  cuivrique  seche  a  I'air,  cederent  dans  le  vide,  a 
70^,  08^0146  d'eau  (11,04^/0',  calcule  10,99^/0),  puis  au  dosage  de 
I'azote  donnerent  de  I'ammoniaque  correspondant  a  11  "^,33  d'hypo- 
sulfite  (8,56  Vo  d'azote-,  calcule  8,57  Vo). 

II  ressort  des  essais  n°s  5—9  que  par  udc  ebullition 
prolongee  en  presence  d'acide  chlorhydrique  ou  sul- 
furique  tres  faible,  le  derive  benzoyle  de  I'oxyacide 
peut  se  dedoubler  completement  sans  qu'il  se  forme 
plus  d'une  trace  d'acide  pyrrolidinecar bonique.  De- 
double  au  moyen  d'acide  chlorhydrique  concentre,  un 
tiers  environ  de  I'oxyacide  se  convertit  en  acide  pyr- 
rolidinecarbonique,  c'est-a-dire  une  quantite  semblable  a 
celle  que  donne  le  traitement  de  I'oxyacide  pur  par  ebullition 
en  presence  d'acide  chlorhydrique  fort. 

c.  Etherification  de  I'oxyacide.  Comme  nous  I'avons 
mentionne  plus  haut  (v.  p.  176),  il  y  aura  grand  interet  a  savoir 
d'une  maniere  exacte  comment  I'oxyacide  se  comporte  dans 
I'etherification,  suivie  d'une  distillation  dans  le  vide  de  I'ether- 
sel  libre,  par  le  procede  indique  par  E.  Fischer^)  et  qu'il  a 
employe  avec  tant  de  succes.  Cest  dans  le  but  d'eclaircir  cette 
question  que  j'ai  effectue  I'essai  n°  10  que  voici. 

Sur  15  gr.  d'oxyacide  se  trouvant  dans  un  ballon  de  i  1.,  on 
verse  100  cc.  d'alcool  absolu,  et  sans  refrigerer  on  y  conduit  du 
chlorure  d'hydrogene  sec  jusqu'a  ce  que  celui-ci  commence  a 
passer  inabsorbe.  On  fait  subir  a  la  solution  limpide  et  chaude 
encore  un  chauffage  d'un  quart  d'heure  au  bain-marie,  puis  une  eva- 
poration dans  le  vide  jusqu'a  consistance  huileuse.  Ensuite,  on  re- 
prend  par  100  cc.  d'alcool  absolu  et  sature,  en  refrigerant  a  la  glace, 
de  chlorure  d'hydrogene  sec,  ce  qui  fait  deposer  au  fond  du 
ballon  une  huile  visqueuse,  constitute  vraisemblablement  par  du 
chlorhydrate  de  I'ether  oxyamine  et  qui,  par  chauffage  au  bain- 
marie  pendant  ^A  d'heure,  se  redissout  completement.  On  di- 
stille  alors  I'alcool  dans  le  vide  aussi  completement  que  possible, 
a  une  temperature  ne  depassant  pas  40^,  et  Ion  etend  I'huile 
restante  par  environ  la  moitie  de  son  volume  d'eau.  F^nfin  on 
preleve  un  echantillon  (marque   »Echantillon  I«,  v.  p.  182). 

On  verse  dans  le  reste  de  la  solution  300  cc.  d'ether,  puis 
refroidit   bien   dans  un  melange  de  sel  marin  et  de  glace.     Cela 


^)  Zeitschr.  physiol.  Chem.  33,  153   (,1901), 
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fait,  on  ajoute,  en  agitant  soigneusement,  des  doses  successives 
d'une  solution  egalement  bien  refroidie  d'une  partie  d'hydroxyde 
de  sodium  dans  deux  parties  d'eau.  Une  reaction  fortement  al- 
caline  s'etant  manifestee,  on  ajoute  une  solution  saturee  et  re- 
froidie de  carbonate  de  potassium,  ainsi  que  du  carbonate  de 
potassium  solide,  en  secouant  et  refroidissant  constamment  dans 
le  melange  refrigerant.  On  decante  la  couche  etheree  surnageante 
et  secoue  de  nouveau  avec  3  X  150  cc.  d'ether,  apres  une  addi- 
tion renouvelee  d'un  peu  de  lessive  de  sonde  et  de  carbonate  de 
potassium,  et  en  faisant  refroidir  toujours  bien  soigneusement. 
On  abandonne  a  elle-meme  la  masse  insoluble  a  I'ether  (designee 
dans  la  suite  par  »R.«,  v.  p.  184),  et  on  seche  rapidement  les  extraits 
etheres  en  secouant  avec  du  carbonate  potassique  solide,  deliques- 
cent d'abord,  mais  qu'on  pent  finalement,  en  agitant,  reduire  en 
poudre  fine.  Apres  avoir  separe  celle-ci  par  filtration  et  lave  deux 
fois  a  I'ether  sec,  on  laisse  reposer  le  liquide  filtre  une  nuit  du- 
rant  en  contact  avec  du  sulfate  de  sodium  fraichement  deshy- 
drate.  Apres  filtration,  on  distille  la  majeure  partie  de  I'ether, 
et  retient  dans  le  ballon  une  partie  du  residu,  pour  servir  d'echan- 
tillon  (»Echantillon  II«,  v.  p.  183),  tandis  qu'on  en  transvase  la 
majeure  partie  dans  un  petit  ballon  a  fractionner. 

Apres  distillation  de  I'ether  sous  la  pression  de  I'atmosphere, 
on  reduit  la  pression  jusqu'a  16  mm.,  puis  chauffe  rapidement 
dans  le  bain  d'huile,  en  plagant  le  recipient  dans  un  melange 
refrigerant.  Ce  n'est  que  lorsque  la  temperature  du  bain  d'huile 
s'approche  de  150^  que  commence  la  distillation;  le  thermometre 
se  trouvant  dans  le  col  du  ballon,  marque  alors  70^,  et  monte 
lentement  et  regulierement  jusqu'a  103^,  en  meme  temps  que  la 
temperature  du  bain  d'huile  a  atteint  240^.  Meme  encore  une 
fort  petite  quantite  du  liquide  a  passe,  et  en  continuant  a  chauffer 
on  provoqua  la  formation  de  vapeurs  blanches  dans  le  ballon, 
et  en  meme  temps  la  pression  commenga  a  augmenter.  Ces  deux 
phenomenes  sont  I'un  et  I'autre  des  signes  dun  commencement 
de  decomposition  avec  degagement  gazeux;  ils  m'amenerent  a 
interrompre  la  distillation.  J'ai  examine  separement  le  distillat 
(designe  dans  ce  qui  suit  par  »D«,  v.  p.  183)  et  le  residu  de  la 
distillation   (designe  dans  ce  qui  suit  par  »D.  R.«,  v.  p.  184). 

Echantillon  I  (v.  p.  181).  On  fit  dissoudre  I'echantillon 
dans  300  cc.  environ  d'eau,  et  saponifia  I'eth^r-sel  en  chauffant 
au   bain-marie   pendant   une  demi-heure  avec  un  exces  d'eau  de 
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baryte.  Ensuite  on  precipita  tout  le  baryum  par  un  exces  aussi 
petit  que  possible  d'acide  sulfurique.  La  solution  contenait  en 
tout  216  mgr.  d'azote;  on  en  evalua  I'acide  pyrrolidinecarbonique 
par  le  procede  precedemment  decrit. 

Le  residu  de  I'evaporation  etait  solide  et  cristallin;  il  pesait 
2g'^,05.  Apres  un  traitement  par  Talcool  absolu,  is^,So  d'oxyacide 
resterent  a  I'etat  indissous  (os'-,2  se  sont  dissous  a  limpidite  com- 
plete dans  2'^%5  de  P-T),  tandis  que  la  solution  alcoolique  lais- 
sait  un  residu  resineux  du  poids  de  og'^,2.  La  quantite  y  con- 
tenue  d'acide  pyrrolidinecarbonique  repondait  a  environ  i  cc.  de 
P-T,  soit  a  10  mgr.  environ  d'azote.  Le  sel  phosphotungstique 
presentait  le  bel  aspect  caracteristique  deja  mentionne. 

II  ressort  done  que  I'etherifi cation  a  convert i  environ 
5^/0  de  I'oxyacide  en  acide  pyrrolidinecarbonique. 

Echantillon  II  (v.  p.  182)  fut  soumis  au  meme  traitement 
que  le  precedent.     La  teneur  totale  d'azote  etait  de   136  mgr. 

Le  reste  de  I'evaporation,  solide  et  cristallin,  pesait  i^'',30. 
En  le  traitant  par  I'alcool  absolu,  on  eut  og'^jQ  d'oxyacide  restes 
indissous  (osrj2  se  sont  dissous  a  limpidite  complete  dans  2^%5 
de  P-T),  tandis  que  la  solution  alcoolique  laissa  un  residu  pesant 
0^'^,35;  la  quantite  d'acide  pyrrolidinecarbonique  y  contenue,  re- 
pondait a  environ  2  cc.  de  P-T,  soit  a  20  mgr.  environ  d'azote; 
ici  encore,  le  sel  phosphotungstique  avait  le  bel  aspect  carac- 
teristique. 

Get  echantillon  renferme  done  environ  15^/0  de  la 
quantite  d'azote  a  I'etat  d'acide  pyrrolidinecarboni- 
que, le  reste  a  I'etat  d'oxyacide. 

Le  distillat  D  (v.  p.  182),  bien  que  sentant  I'alcool,  laissait 
nettement  percevoir  une  odeur  particuliere,  heterogene.  Etendu 
avec  de  I'eau,  il  se  troubla  legerement,  et  Ton  ne  reussit  pas  a 
I'eclaircir  par  filtration.  La  solution  d'une  reaction  fortement  al- 
caline,  fournit  au  moyen  de  P-T  un  precipite  soluble  dans  I'alcool, 
elle  contenait  40  mgr.,  en  tout,  d'azote.  Du  reste,  la  solution  fut 
soumise  au  meme  traitement  que  I'echantillon  I;  seulement  il  faut 
noter  que  I'addition  de  I'eau  de  baryte  provoqua  I'apparition  d'un 
j  precipite  blanc,  qu'on  recueillit  et  lava.  On  reconnut  qu'il  etait 
'  forme  de  carbonate  de  baryum,  provenant  evidemment  de  I'acide 
carbonique  auquel,  au  cours  de  la  distillation,  la  decomposition 
de  I'oxyacide  avait  donne  naissance. 

Le   residu   d'evaporation  etait  presque  parfaitement  cristallin 
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et  avait  un  poids  de  0^^,$$.  II  etait  soluble  dans  I'alcool  ab- 
solu  meme  froid,  ne  laissant  que  des  flocons  qu'on  ne  put  peser. 
La  solution  alcoolique  evaporee  redonna  les  o&'',35,  dont  la  teneur 
en  acide  pyrrolidinecarbonique  repondait  a  4  cc.  environ  de  P-T, 
soit  a  40  mgr.  d'azote;  ici  encore,  le  sel  phosphotungstique  avait 
le  bel  aspect  qui  le  caracterise. 

Le  distillat  D  ne  renfermait  done  d'autre  combi- 
naisons  azotees  que  I'acide  pyrrolidinecarbonique. 

Le  residu  de  distillation  D-R  (v.  p.  182)  constituait  une 
masse  brunatre  resineuse,  dont  la  solution  aqueuse  etait  un  liquide 
jaune  tirant  sur  le  rouge,  de  reaction  tres  faiblement  alcaline.  Cette 
solution  contenait,  en  tout,  275  mgr.  d'azote^)  et  fournit,  au 
moyen  de  P-T,  un  precipite  soluble  dans  I'alcool. 

Apres  avoir  chauffe  la  solution  une  demi-heure  au  bain-marie 
avec  200  cc.  d'eau  de  baryte  saturee  a  froid,  on  elimina  le  baryum 
par  un  exces  aussi  petit  que  possible  d'acide  sulfurique.  On  de- 
colora  ensuite  le  liquide  filtre  avec  du  noir  animal,  et  puis  on 
evapora  la  solution,  qui  alors  ne  contenait  plus  que  170  mgr. 
d'azote,  jusqu'a  consistance  resineuse.  Le  poids  en  etait  de 
i^'',5,  dont  osrj2  seulement  etaient  insolubles  dans  I'alcool  absolu. 
Ces  os'^,2  ne  contenaient  a  coup  sur  pas  d'oxyacide;  car  meme 
dans  une  solution  aqueuse  tres  etendue,  le  P-T  donna  un  abon- 
dant  precipite  microcristallin  difficilement  soluble  tant  dans  I'eau 
chaude  que  dans  I'alcool. 

La  solution  alcoolique  laissa  une  masse  huileuse  ou  sirupeuse 
du  poids  de  12^^,3.  Cette  derniere  etait  sans  doute  de  constitu- 
tion heterogene,  mais  ne  contenait  pas  d'acide  pyrrolidine- 
carbonique; car  la  solution  aqueuse  n'a  exige  que  6  cc.  de 
P-T,  correspondant  a  60  mgr.  d'azote,  pour  etre  precipitee  com- 
pletement,  alors  que  dans  le  liquide  filtre  du  sel  phosphotungsti- 
que il  y  avait  56  mgr.  d'azote  non  precipitable  par  le  P-T.  Le 
sel  phosphotungstique  s'isola  immediatement  en  masse  solide 
(non  pas,  comme  dans  le  cas  de  I'acide  pyrrolidinecarbonique,  a 
I'etat  huileux  d'abord),  c'est-a-dire  sous  la  forme  d'un  volumineux 
depot  amorphe  et  sans  aspect  caracteristique. 

La  masseR  restee  non  dissoute  dans  rether(v.  p.  182) 


^)  En  outre,  il  s'etait  depose  dans  le  col  du  ballon  une  petite  quantite  d'un  joli 
produit  blanc  et  cristallin  de  sublimation,  a  propos  duquel  je  ne  saurais  rien 
dire,  si  ce  n'est  qu'il  est  soluble,  a  reaction  neutre,  dans  I'eau,  et  que  le  P-T, 
reagissant  sur  la  solution  aqueuse,    donna   un    precipite    soluble    dans    I'alcool. 
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fut  dissoute  dans  de  I'eau  et  chauffee  une  demi-heure  au  bain- 
marie  pour  saponifier  I'ether-sel,  apres  quoi  Ton  neutralisa  par 
I'acide  chlorhydrique  et  concentra  fortement  la  solution,  dont  la 
teneur  en  azote  etait  de  825  mgr.  Apres  avoir  ajoute  une  dose 
d'acide  chlorhydrique  un  petit  peu  plus  grande  que  celle  qui 
correspondait  a  la  quantite  d'azote,  on  continua  I'evaporation  jus- 
qu'a  consistance  de  bouillie,  et,  refroidissant  a  la  glace,  on  tritura 
cette  masse  a  I'alcool  absolu.  Apres  avoir  etendu  d'eau  la  solu- 
tion alcoolique  et  distille  I'alcool  dans  le  vide,  on  evapora  de 
nouveau  jusqu'a  consistance  sirupeuse  ou  de  bouillie,  puis  traita 
par  I'alcool  absolu,  en  refroidissant  a  la  glace.  On  renouvela  ce 
dernier  traitement  afin  d'eliminer  le  dernier  reste  de  chlorures  de 
potassium  et  de  sodium.  Finalement,  par  le  precede  ordinaire  au 
moyen  de  carbonate  d'argent,  on  enleva  I'acide  chlorhydrique  aux 
chlorhydrates  solubles  des  acides  amines,  et  Ton  evapora  la  solution. 

Le  residu  de  I'evaporation,  qui  etait  constitue  de  beaux  cris- 
taux,  laissa  par  traitement  a  I'alcool  absolu  T^^l  d'oxyacide 
(os'^,2  se  sont  dissous  a  limpidite  complete  dans  2'^%5  de  P-T), 
tandis  que  la  solution  alcoolique  donna  un  reste  brun  resineux 
du  poids  de  02^,5.  Ce  reste  fut  dissous  dans  10  cc.  d'eau,  et  la 
solution  precipitee  comme  precedemment  au  moyen  de  P-T.  La 
precipitation  en  demanda  4  cc.  repondant  a  40  mgr.  d'azote. 
Mais  dans  le  precipite,  meme  apres  une  recristallisation  dans  de 
I'eau,  on  n'apercevait  que  quelques  rares  cristaux  ayant  la 
forme  caracteristique  du  sel  phosphotungstique  de 
I'acide  pyrrolidinecarbonique;  le  reste  du  precipite  etait 
de  structure  microcristalline  et  se  dissolvait  assez  difficilement 
tant  dans  I'eau  chaude  que  dans  I'alcool. 

Ici  nous  nous  trouvons  probablement  en  presence  d'un  pro- 
duit  de  polymerisation  de  I'oxyacide  forme  par  Taction  de  la  forte 
lessive  alcaline  sur  I'ether-sel,  parce  que  ce  ne  fut  que  2  ou  3 
jours  apres  le  traitement  par  I'ether  qu'on  proceda  a  la  dissolu- 
tion dans  I'eau  et  au  traitement  subsequent. 

Comme  on  I'a  dit  plus  haut,  on  s'est  servi  comme  matiere 
premiere  dans  cet  essai,  de  15  gr.  d'oxyacide,  contenant  1583  mgr., 
en  tout,  d'azote.     Or,  il  resulte  de  nos  essais  que 

Echantillon  I  contient 216  mgr.  d'azote 

Echantillon  II 136     —         — 

352  mgr.  d'azote 
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352  mgr.  d'azote 

Distillat  D 40    —         — 

Reste  de  distillation  D-R 275    —         — 

La  masse  restee  insoluble  dans  Tether  R  . . .  .     825    —         — 

Total...    1492  mgr.  d'azote 

L'analyse  de  Techantillon  I  montre  que  par  I'etherification 
meme  5  Vo  environ  de  I'oxyacide  se  sont  convertis  en  acide 
pyrrolidinecarbonique,  dont,  par  consequent,  la  teneur  totale  en 
azote  doit  etre  environ  Vioo  X  1583  mgr.  =  79  mgr.  environ.  Echan- 
tillon  I  en  contient  environ  10  mgr.,  tandis  qu'a  peu  pres  tout 
le  reste,  environ  69  mgr.,  se  trouve  dans  I'extrait  ethere  (Echan- 
tillon  II:  20  mgr.  env.  +  Distillat  D:  40  mgr.  env.). 

II  ressort  done  de  cet  essai: 

1°  Qu'une  petite  portion  de  I'oxyacide  se  convertit, 
par  etherification  d'apres  la  methode  de  Fischer,  en 
ether  pyrolidinecarbonique. 

2°  Que,  d'un  cote,  I'ether-sel  de  I'oxyacide  pent 
difficilement  et  tres  incompletement  etre  extrait  au 
moyen  d'ether  par  le  procede  indique  par  Fischer, 
tandis  que  I'ether  pyrrolidinecarbonique  forme  simul- 
tanement  entre  presque  totalement  en  solution  etheree. 

30  Le  chauffage  dans  le  vide  d'un  melange  des 
ethers-sels  de  I'oxyacide  et  de  I'acide  pyrrolinecar- 
bonique  ne  fait  distiller  que  ce  dernier  ether-sel,  tan- 
dis que  le  premier  se  scinde  en  cedant  I'alcool.  Le 
residu  de  la  distillation  ne  contient  ni  I'oxyacide,  ni 
I'acide  pyrrolidinecarbonique^). 

4.    Glycocolle  allylique. 

^         Cri2  '  CH  !  CH2 

COOH. 

Le  procede  dont  j'ai  fait  usage  m'ayant  fourni  un  rendement 
satisfaisant  en  glycocolle  allylique,  je  vais  le  decrire  ici;  toutefois 


^)  II  va  de  soi  que  ce  que  je  viens  de  dire  n'est  vrai  que  lorsque  la  distilla- 
tion se  fait  sous  une  pression  d' environ  16  mm.  Quant  a  la  question  de  sa- 
voir  quelle  serait  la  marche  de  la  distillation  sous  une  pression  inferieure  a 
I  mm.,  avec  refrigeration  du  recipient  au  moyen  d'air  liquefie,  — procede  dont 
Fischer  s'est  servi  dans  ses  fractionnements  ulterieurs  d' ethers  amines,  — 
les  faits  etablis  ne  permettent  de  rien  affirmer  de  positif. 
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il  convient  de  faire  remarquer  que  je  n'ai  eu  occasion  de  m'en 
servir  qu'une  seule  fois  et  que,  par  consequent,  il  est  probable- 
ment  susceptible  de  modifications  et  d'ameliorations  sur  plusieurs 
points.  Cest  la  un  bon  exemple  de  la  marche  facile  d'une  pareille 
synthese  au  moyen  d'ether  phtalimidosodomalonique  et  d'un  bro 
mure  ou  iodure  qu'on  pent  facilement  se  procurer. 

On  chauffa  ^/s  molecule-gramme  d'ether  phtalimido-sodoma- 
lonique  dans  le  bain  d'huile  avec  un  grand  exces  d'iodure  ally- 
lique  recemment  distille  (employe  240  gr.,  calcule  34  gr.).  Apres 
3  heures  de  chauffage  a  125^  (la  temperature  du  bain),  la  reac- 
tion paraissait  deja  achevee;  mais  un  echantillon  preleve  montra 
que  la  reaction  du  depot  etait  encore  nettement  alcaline.  On 
continua  alors  le  chauffage  pendant  8  heures,  faisant  monter 
lentement  la  temperature  du  bain  jusqu'a  140^.  Pas  meme  a  ce 
moment-la  le  depot  n'avait  de  reaction  tout  a  fait  neutre;  mais 
on  put  constater  que  la  quantite  d'ether  phtalimido-sodomaloni- 
que  inaltere  etait  tres  faible;  car  en  traitant  la  masse  par  I'ether 
on  obtint  un  residu  essentiellement  constitue  d'iodure  de  sodium 
et  dont  la  teneur  totale  en  azote  etait  de   10  mgr.  seulement. 

On  distilla  I'ether  de  la  solution  etheree,  puis  I'exces  d'iodure 
allylique  fut  entraine  par  un  courant  de  vapeur  d'eau.  Ensuite 
on  traita  par  un  peu  d'hyposulfite  le  residu  brun,  huileux,  in- 
soluble dans  I'eau,  afin  d'eliminer  I'iode  libre.  Le  residu  fut 
dissous  dans  I'ether  et  la  solution  etheree  dessechee  au  moyen 
de  chlorure  de  calcium,  puis  on  chassa  I'ether,  et  il  resta  une 
huile  brunatre,  qu'on  ne  put  faire  figer  et  dont  le  poids  etait  de 
71  gr.  (Le  poids  calcule  d'^/5  molecule-gramme  d'ether  allyle- 
phtalimidomalonique  est  de  69  gr.). 

Un  echantillon  preleve  donnant  par  chauffage  en  presence 
d'acide  sulfurique  concentre  un  developpement  bien  prononce 
d'iode,  on  a  extrait  a  chaud  avec  i  -+-  ^/2  +  ^/2  1.  d'ether  de  pe- 
trole,  qui  ne  dissolvait  pour  ainsi  dire  que  la  combinaison  ally- 
lique pure ;  en  chassant  I'ether  de  petrole,  on  obtint  ce  compose 
sous  forme  d'une  huile  jaune.  Obtenu  62  gr.  ou  environ  90  ^/o 
de  ce  que  donne  la  theorie.  On  n'y  trouvait  qu'une  trace 
minime  d'iode,  et  la  teneur  en  azote  etait  de  4,04^/0,  tandis 
que  le  calcul  avait  indique  4.07%^). 

^)  Le  residu  non  dissous  dans  I'ether  de  petrole  presentait  une  coloration  brune, 
pesait  8gr,5  et  contenait  3,72%  d'azote  avec  des  quantites  appreciables  d'iode. 
II  6tait  facilement  soluble  a  I'ether;   ce  dernier  evapore,  le  residu  restaii  sous 
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On  fit  dissoudre  60  gr.  de  Tether  allyle-phtalimidomalonique 
susmentionne  presque  parfaitement  pur  dans  400  cc.  d'alcool  a 
93  %,  et  Ton  versa  la  solution  ainsi  obtenue  dans  une  solution 
chaude  de  158  gr.  d'hydroxyde  de  baryum  (i  equivalent)  dans 
^/2  1.  d'eau.  Aussitot  ce  melange  effectue,  il  se  produisit  un 
precipite  blanc,  volumineux,  dont  I'apparence  ne  changea  guere 
en  chauffant  (dans  une  capsule  en  porcelaine  de  2  1.)  au  bain 
d'eau  bouillante  en  remuant  frequemment  pendant  3  heures,  ce 
qui  chassa  la  majeure  partie  de  I'alcool.  A  la  masse  encore 
chaude  et  qui  avait  pris  la  consistance  de  bouillie  peu  claire,  on 
ajouta  un  melange  de  80  gr.  d'acide  sulfurique  concentre  et 
400  cc.  d'eau,  et  il  se  produisit  alors  un  degagement  d'acide 
carbonique  provenant  du  dedoublement  de  I'acide  malonique  sub- 
stitue  mis  en  liberte.  Apres  une  demi-heure  de  chauffage  au 
bain-marie,  on  separa  par  filtration  le  sulfate  de  baryum  depose^), 
et  Ton  evapora  le  liquide  filtre  jusqu'au  volume  de  V*  1.,  puis  re- 
froidit,  finalement  dans  de  I'eau  glacee.  Ayant  separe  par  filtra- 
tion I'acide  phtalique  depose,  on  a  extrait  du  filtrat,  a  I'ether^), 
le  reste  de  cet  acide  (obtenu,  en  tout,  27  gr.  d'acide  phtalique; 
calcule  28 s"^,/).  La  solution  debarrassee  de  I'acide  phtalique  fut 
portee  au  bain-marie  afin  de  chasser  I'ether  dissous,  apres  quoi 
une  petite  quantite  d'acide  iodhydrique  fut  precipitee  par  du  sul- 
fate d'argent,  et  I'acide  sulfurique  par  un  deficit  aussi  petit  que 
possible  d'hydroxyde  de  baryum.  La  solution  ainsi  obtenue  fut 
evaporee  dans  le  vide  jusqu'a  200  cc.  Ensuite  on  evapora  le  li- 
quide filtre  jusqu'a  cristallisation  au  bain-marie.  Apres  refroidisse- 
ment  et  repos  jusqu'au  lendemain,  il  s'etait  depose  un  beau  pre- 
cipite blanc,  soyeux,  lamelle  (GlycocoUe  allylique  L  52^,1),  et  dans 
I'eau  mere  et  celle  de  lavage  on  precipita,  par  le  double  volume 
d'alcool,    un   nouveau    precipite   d'aspect   tout    a   fait   semblable. 

forme  d'une  huile  brune,  resineuse  qui,  traitee  par  I'ether  de  petrole,  y  aban- 
donna  encore  ^S^^S  de  compose  allylique  a  peu  pres  pur.  Cette  substance 
accusait  une  teneur  en  azote  de  3,90%  sans  etre  exempt  d'iode.  On  de 
colora  au  noir  animal  la  solution  alcoolique  du  reste  insoluble  a  I'ether  de 
petrole.  L'alcool  chasse,  on  versa  le  double  volume  d' ether  de  petrole  dans 
la  solution  etheree :  il  se  precipita  alors  une  huile  resineuse  qui,  dissoute 
dans  I'ether  et  evaporee  a  sec,  put  etre  reduite  en  poudre  et  dont  la  com- 
position etait  assez  complexe;  car  elle  contenait  3, 67^/0  d'azote  et  13,91%  d'iode. 

^)  Dans  ce  sulfate  de  baryum  on  pouvait  constater  une  teneur  en  acide  phtalique; 
en  outre  il  contenait  72  mgr.  d'azote. 

^)  Les  extraits  etheres  etaient  tres  faiblement  colores  d'iode  dissous,   forme  sans 
doute  par  oxydation  d'une  quantity  insignifiante  d'iodure  d'hydrogene. 
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(Glycocolle  allylique  II:  6?'',2.)  Enfin,  en  evaporant  Teau-mere  de 
celui-ci  jusqu'a  petit  volume  et  precipitant  par  4  fois  le  volume 
d'alcool,  on  obtint  un  troisieme  produit  (Glycocolle  allylique  III; 
4S'^,4),  qui  contenait  une  faible  portion  d'acide  sulfurique,  et  offrait 
d'ailleurs  le  meme  bel  aspect  que  les  deux  premiers  produits: 
de  meme  que  ceux-ci,  il  etait  constitue  de  beaux  feuillets  rhom- 
boidaux,  souvent  a  pans  coupes,  c'est-a-dire  ayant  la  forme  de 
lamelles  hexagonales. 

Les  analyses  ci-dessous  montrent  que  les  produits  obtenus 
sont  constitues  de  glycocolle  allylique  presque  pure,  melee,  sur- 
tout  dans  le  premier  produit,  a  une  toute  petite  portion  probable- 
ment  de  glycocolle.  Le  rendement  total:  15  ^',7,  atteint  78,5% 
du  calcul  (60  gr.  d'ether  allyle-phtalimidomalonique  repondent  a 
20  gr.  de  glycocolle  allylique).  II  faut  ajouter  que  I'eau-mere  de 
la  glycocolle  allylique  III  renfermait  encore  de  la  glycocolle  ally- 
lique, qu'on  en  put  retirer  a  I'etat  de  sel  cuivrique.  Apres  avoir 
distille  I'alcool,  on  chauffa  avec  du  carbonate  de  cuivre  le  residu, 
dissous  dans  de  I'eau.  Le  sel  cuivrique  ne  tarda  pas  a  s'isoler, 
surnageant  le  liquide  sous  forme  d'une  masse  volumineuse  d'un 
bleu  clair,  tres  difficilement  soluble  dans  I'eau,  qui  I'humectait  a 
peine.  On  separa  par  filtration  le  melange  de  sel  cuivrique  et 
de  carbonate  de  cuivre,  puis  I'epuisa  au  bain  d'eau  bouillante 
avec  3  +  I  1.  d'eau  en  tout;  alors,  la  majeure  partie  du  sel 
cuivrique  de  la  glycocolle  allylique  entra  en  dissolution,  ce  qui 
permit  de  le  recuperer,  par  evaporation  jusqu'a  100  cc,  sous 
forme  d'un  volumineux  depot,  bleu  clair,  cristallin  (en  apparence 
lamelle)  qui,  regarde  au  microscope,  n'offr^iit  guere  des  formes 
caracteristiques  (le  rendement:  0,2^6). 

Nous  avons  vu  que  la  glycocolle  allylique  brute,  particuli- 
erement  celle  designee  comme  »glycocolle  allylique  I«,  contenait 
une  tres  petite  proportion  de  glycocolle,  dont  I'analyse  revelait 
la  presence  (teneur  un  peu  trop  elevee  en  azote,  et  trop  petite 
en  carbone,  v.  p.  191).  En  faisant  recristalliser  dans  de  I'alcool 
de  concentrations  differentes,  on  ne  parvint  pas  a  separer  la 
glycocolle  allylique  d'avec  la  glycocolle;  mais  en  les  transfor- 
mant  en  sels  cuivriques,  on  y  reussit. 

Apres  avoir  dissous  dans  une  abondante  quantite  d'eau 
chaude  des  restes  de  glycocolle  allylique  provenant  de  divers 
essais  de  recristallisation,  on  chaufta  la  solution  au  bain-marie  en 
presence    d'un    exces    de    carbonate    de   cuivre.      Tandis   que    la 
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glycocolle  entrait  alors  en  dissolution  a  I'etat  de  sel  cuivrique 
—  peut-etre  comme  dans  le  cas  de  I'oxyacide  (v.  p.  159)  a  I'etat 
d'un  sel  double  de  glycocolle  allylique  et  de  glycocolle  —  la 
majeure  partie  de  la  glycocolle  allylique  donna  un  precipite 
volumineux  et  tres  peu  soluble  du  sel  cuivrique  comme  prece- 
demment  mentionne,  et  melange  naturellement  a  I'exces  du  car- 
bonate cuivrique.  Apres  avoir  separe  ce  melange  par  filtration, 
on  le  lava  a  I'eau  chaude  et  le  fit  dissoudre  dans  de  I'acide 
sulfurique  etendu.  Apres  precipitation  du  cuivre  par  sulfure 
d'hydrogene,  on  expulsa  par  ebullition  I'exces  de  ce  dernier  et 
precipita  I'acide  sulfurique  par  un  deficit  aussi  petit  que  possible 
d'hydroxyde  de  baryum,  et  obtint,  apres  avoir  evapore  puis  pre- 
cipite par  I'alcool  la  solution  obtenue,  de  la  glycocolle  allylique 
parfaitement  pure  (designee  ci-apres  comme  glycocolle  allylique 
puiifiee). 

Avant  de  les  analyser,  on  dessecha  dans  le  vide  a  70^ 
tous  les  echantillons  de  glycocolle  allylique  et  de  sel  cuivrique; 
ils  ne  perdirent  presque  rien  de  leur  poids. 

oS'-,2i35  de  glycocolle  allylique  I  (v.  p.  188)  ont  donne  une 
quantite  d'ammoniaque  correspondant  a  26 '^'^,32  d'hyposulfite,  ce  qui 
repond  a   12,33^/0  d'azote. 

0^^1571  de  glycocolle  allylique  I  ont  donne  oS'',2955  d'acide 
carbonique  (51,30^0  de  carbone)  et  oS'',ii22  d'eau  (7,99^0  d'hy- 
drogene). 

08^1946  de  glycocolle  allylique  II  (v.  p.  188)  ont  donne  de 
I'ammoniaque  correspondant  a  23*^*^,88  d'hyposulfite  (12,27^/0  d'azote). 

02^^,1625  de  glycocolle  allylique  II  ont  donne  05^^,3080  d'acide 
carbonique  (51,69^/0  de  carbone)  et  oS'',i2oo  d'eau  (8,26*^/0  d'hy- 
drogene). 

oS'',i234  de  glycocolle  allylique  III  (v.  p.  i8g)  ont  donne  de 
rammoniaque  correspondant  a  14*=*^, 83  d'hyposulfite  (12,02^/0  d'azote. 

0^^2261  de  glycocolle  allylique  purifie  ont  donne  de  I'ammo- 
niaque correspondant  a  27^*^,37   d'hyposulfite  (12,11  Vo  d'azote). 

o^r,  1672  de  glycocolle  allylique  purifiee  ont  donne  oS'',3i8o 
d'acide  carbonique  (51,87^/0  de  carbone)  et  og'^,1173  d'eau  (7,85^/0 
d'hydrogene). 

og"",  1348  du  sel  cuivrique  de  la  glycocolle  allylique  (v.  p.  189) 
ont  donne  de  I'ammoniaque  correspondant  a  12 '^'^,92  d'hyposulfite 
(9,58  Vo  d'azote). 

og%iii5  du  meme  sel  cuivrique  ont  donne  08^,1670  d'acide 
carbonique  (40,85  ^/o  de  carbone)  et  og'',o579  d'eau  (5,81  Vo  d'hy- 
drogene). 

02^,1298  du  meme  sel  cuivrique  ont  donne  og'',o353  d'oxyde 
cuivrique  (21,73^0  de  cuivre). 
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Calcule  Trouve 


I 

II 

III 

purifiee 

C5 

60,00 

52,12 

51,30 

51,69 

51,87 

H^ 

9,07 

7,88 

7,99 

8,26 

7,85 

0, 

32,00 

27,80 

N 

14,04 

12,20 

12,33 

12,27 

12,02 

12,11 

C5  H,  O2  N 

115,11 

100,00 

Calcule 

Trouve 

^1 0 

1 20,00 

41,12 

40,85 

H16 

16, 

13 

5,53 

5,81 

O4 

64. 

00 

21,93 

N2 

28,08 

9,62 

9,58 

Cu 

63, 

60 

21,80 

21,73 

(C5  Hg  O2  N)c,  Cu     291,81     100,00 

All  chauffage,  rechantillon  purifie  et  les  echantillons  non 
purifies  de  glycocolle  allylique,  se  comportaient  identiquement; 
ils  commencerent  a  brunir  vers  200^  et  ne  fondirent  qu'entre 
250^  et  252^  (corr.)  avec  un  vif  degagement  gazeux. 

La  glycocolle  allylique  est  doux  au  gout  et  assez  facilement 
soluble  dans  I'eau,  mais  presque  insoluble  dans  I'alcool  absolu. 
L'acide  phosphotungstique  ne  precipite  pas  la  solution  aqueuse; 
os'',2  de  glycocolle  allylique  se  dissolvent  a  limpidite  complete 
dans  2^%5  de  P-T;  abandonnee  jusqu'au  lendemain,  la  solution, 
agitee  a  diverses  reprises,  depose  des  cristaux  prismatiques,  qua- 
drilateres  et  hexagonaux  assez  facilement  solubles  tant  dans  I'eau 
que  dans  I'alcool  (comparez  I'oxyacide  p.  168). 

Une  solution  aqueuse  de  glycocolle  allylique  decolora  instan- 
tanement  I'eau  bromee,  probablement  en  donnant  naissance  a  un 
melange  de  produits  d'addition  ou  de  2  atomes  de  brome  ou 
de  brome  et  d'oxhydrile^);  ce  n'est  qu'en  ajoutant  un  exces 
d'eau  bromee  qu'on  pent  constater  un  degagement  gazeux.  Pro- 
bablement il  ne  sera  guere  difficile,  en  partant  du  melange  men- 
tionne  ci-dessus,  de  preparer  l'acide  «-amino-}'-(^-dioxy vale- 
rique;  toutefois,  on  pourra  I'obtenir  plus  facilement  en  eftec- 
tuant  la  bromuration  a  un  stade  moins  avance  de  la  preparation. 
On  peut  obtenir  I'ether  allyle-phtalimidomalonique  menlionne  plus 
haut  (v.  p.  187)  a  I'etat  presque  puravec  un  rendement  d'environ 


^)  Comparez:   E.   Biilmann:  Journ.  prakt.  Ch.  N.  F.   6l.   2iS  (1900}. 
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90  Vo  de  la  theorie,  et  additionne  de  2  atomes  de  brome  il 
donnera  naissance  a  un  bromure  qui,  traite  par  I'acetate  potas- 
sique,  puis  decompose  par  I'hydroxyde  de  sodium  et  I'acide 
chlorhydrique,  donnera  certainement  I'acide  amino-dioxyvalerique 
sus-indique.  Aussitot  que  nous  en  aurons  le  loisir,  nous  essayerons 
de  faire  cette  synthese  dans  notre  laboratoire,  et  nous  verrons 
si,  a  I'instar  de  la  transformation  en  acide  pyrrolidinecarbonique 
de  I'oxyacide  mentionne  dans  le  present  memoire,  on  ne  pent 
pas  convertir  I'acide  a-amino-/-^-dioxyvalerique  en  I'acide  oxy- 
pyrrolidine-a-carbonique,  decouvert  par  E.  Fischer  parmi 
les  produits  de  dedoublement  de  proteines,  ou  en  une  combi- 
naison  isomere. 

En  jmiviej-  jgoS- 


LA  TENEUR  EN  AZOTE  DE  LA  LYSINE  ET  DES 

COMPOSES  ANALOGUES  PEUT-ELLE  EIRE  DOSEE 

PAR  LA  METHODE  DE  KJELDAHL? 


PAK 


S.  p.  L.  S0RENSEN  et  A.  C.  ANDERSEN. 


DANS  un  memoire^)  public  il  y  a  un  an  et  demi,  S.  P.  L. 
Sorensen  et  C.  Pedersen  demontrerent  que,  contraire- 
ment  aux  assertions  de  Fr.  Kutscher  et  H.  SteudeP),  on  peut 
tres  bien  faire  par  la  methode  de  Kjeldahl  le  dosage  de  I'azote 
des  substances  telles  que  la  creatine,  la  creatinine,  I'acide  urique 
et  la  lysine.  Cependant,  comme  c'est  indique  a  la  derniere  page 
du  memoire  cite,  les  auteurs  avaient  reconnu  que,  —  par  oppo- 
sition aux  trois  premieres  substances,  dont  I'analyse  suivant  la 
methode  Kjeldahl  n'offrait  aucune  difficulte,  —  la  lysine  ap- 
partient  a  cette  categoric  de  substances  qui,  par  chauffage  en  pre- 
sence d'acide  sulfurique  concentre,  abandonnent  difficilement  tout 
leur  azote  a  I'etat  d'ammoniaque.  Dans  quelques  analyses  faites 
plus  tard  d'un  derive  de  la  lysine,  I'acide  lysurique  (dibenzoyle- 
lysine),  ces  difficultes  se  sont  fait  sentir  encore  plus  nettement; 
car,  meme  par  24  heures  d'ebullition,  un  dosage  ordinaire  suivant 
la  methode  Kjeldahl  ne  put  donner  plus  de  7,56^/0  d'azote 
dans  I'acide  lysurique  pur,  pour  lequel  la  theorie  indique  7,93  Vo. 
Certes,  cet  ecart  est  bien  moindre  que  celai  trouve,  en  appliquant 
le  precede  Kjeldahl,  par  Kutscher  et  Steudel^),  ainsi  qu'an- 
terieurement  par  Y.- Henderson^),  en  analysant  des  combinaisons 
de    lysine   d'apres    Kjeldahl;    mais,    neanmoins,    c'est    un    ecart 


^)  Zeitschr.  physiol.  Chem.  39,  513   (1903);   ces  memes  Comptes-rendus  6,  126. 

^j  Zeitschr.  physiol.   Chem.   39,    12   (1903). 

^)  A  I'endroit  cite. 

*;   Zeitschr.   physiol.   Chem.   29,   322   (1900). 
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assez  grave.  En  effet,  la  lysine  constitue  un  tres  important  produit 
de  decomposition  de  presque  toutes  les  substances  proteiques,  et 
fait  probablement  partie  integrante  de  la  molecule  proteique  de  fagon 
que   I'azote   y   est   lie   d'une   maniere  analogue  a  celle  de  I'azote 

de  I'acide  lysurique:  —  C  ~NH— C0~;  en  consequence,  nous  ren- 

contrerons  vraisemblablement  dans  I'analyse  des  substances  pro- 
teiques les  memes  difficultes  qu'offre  celle  de  I'acide  lysurique; 
seulement  I'erreur  est  moins  apparente  ici,  parce  que  I'azote  de 
la  lysine  n'est  qu'une  petite  partie  de  la  totalite  de  I'azote. 

11  est  evident  que  plus  la  matiere  a  analyser  contiendra  de 
lysine,  plus  grande  sera  I'erreur,  et  c'est  pourquoi  nous  avons 
pense  qu'il  y  avait  grand  interet  a  etablir 

i^  la  cause  qui  fait  que,  dans  le  dosage  ordinaire  de  I'azote 
d'apres  Kjeldahl,  les  combinaisons  de  la  lysine  abandonnent 
difficilement  la  totalite  de  leur  azote  a  I'etat  d'ammoniaque;  et 

2^  la  maniere  dont  on  pourrait  lever  ces  difficultes. 

Henderson,  ne  s'appuyant,  il  est  vrai,  que  sur  un  seul 
essai,  admet  comme  possible  qu'en  chaufifant  longtemps  de  la  ly- 
sine avec  de  I'acide  sulfurique  concentre,  il  s'echappe  une  sub- 
stance azotee  volatile.  Kutscher  et  Steudel  ont  precise  cette 
idee:  S'appuyant  sur  leurs  propres  essais  et  sur  ceux  de  Zick- 
graf^)  etHerzog^)  (tous  ces  essais  avaient  demontre  que,  oxydes 
par  le  permanganate  de  baryum,  la  lysine,  I'histidine,  la  creatine 
et  la  creatinine  donnent  de  I'acide  hydrocyanique),  ils  emettent 
I'hypothese  que  I'ebullition  de  ces  corps  en  presence  d'acide 
sulfurique  concentre  pourrait  egalement  donner  lieu  a  la  pro- 
duction d'acide  hydrocyanique.  Cette  maniere  d'expliquer  la 
chose  a  ete  admise  comme  possible  par  Cohnheim  dans  la 
derniere  edition  (1904)  de  sa  celebre  »Chemie  der  Eivi^eissk6rper«, 
ou  il  dit  en  parlant  de  la  lysine:  »Nach  Henderson,  Kutscher 
und  Steudel  liefert  die  Stickstoffbestimmung  nach  Kjeldahl 
nicht  immer  richtige  Werte,  vielleicht  well  ein  Teil  des  Stick- 
stoffs  zu  Blausaure  wird,  wie  dies  bei  der  Oxydation  mit  Baryum- 
permanganat  Zickgraf  beobachtet  hat.« 

On  verra  plus  loin  que  cette  explication  est  mal  fondee: 
meme  dans  une  ebullition  —  si  prolongee  qu'elle  soit  — 


^)  Ber.  d.  deutsch.  chem.  (les.  35,   3401   (1902). 
^)  Zeitschr.  physiol.  Chem.  37,   248   (1903). 
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des  combinaisons  de  lysine  en  presence  d'acide  sulfuri- 
que  concentre  il  n'y  a  point  de  perte  d'azote.  II  faut  done 
chercher  I'explication  ailleurs.  En  comparant  entre  elles  les  for- 
mules  de  I'ornithine  et  de  la  lysine,  corps  dont  le  premier  se 
comporte  d'une  fagon  tout  a  fait  normale  dans  le  dosage  ordi- 
naire de  I'azote  d'apres  la  methode  Kjeldahl: 

CH2-CH2-CH2   CH-COOH  CHg -CHg -CHs  •CH2 -CH-COOH 

NH2  NH2  NH2  NHo 

Ornithine  Lysine 

on  verra  que  les  deux  formules  ne  different  I'une  de  I'autre  que 
par  un  groupe  CH2,  et  Ton  ne  comprend  guere  pourquoi,  chaufte 
avec  de  I'acide  sulfurique  concentre,  I'un  des  deux  composes 
serait  plus  dispose  que  I'autre  a  degager  de  I'acide  hydrocyani- 
que  ou  une  autre  substance  azotee  volatile  et  non  alcaline.  Dun 
autre  cote,  on  serait  porte  a  croire  que,  chauffes  en  presence 
d'acides  forts,  ces  composes  diamines  abandonneraient  de  I'am- 
moniaque  avec  fermeture  de  la  chaine,  done  avec  formation  re- 
spectivement  d'acide  pyrrolidine-a-carbonique  ou  d'acide  piperi- 
dine-a-corbonique,  et  il  n'y  a  rien  d'etonnant  a  ce  que  de  pareilles 

CH. 
CH.  • CH2  ■  CH.    CH2 

CH2    CH-COOH  Cfi.    CH-COOH 

NH  NH 

Acide  pyrrolidinea-carbonique  Acide  piperidine-a-carbonique 

combinaisons  cycliques  ne  soient  pas  decomposees  avec  la  meme 
facilite  par  I'acide  sulfurique  concentre.  Aussi,  d'apres  les  faits 
etablis,  est-il  probable  que  c'est  dans  cette  voie  qu'il  faut  chercher 
I'explication;  car  non  seulement  I'acide  pyrrolidine-a-carbonique, 
mais  aussi  toute  une  serie  de  corps  (acides  a-amino-^-oxyvalerique, 
a-(5-diaminovalerique  etc.)  susceptibles  de  former  le  noyau  pyrro- 
lidique,  peuvent  tous  etre  analyses  par  la  methode  Kjeldahl 
ordinaire.  Par  contre,  il  est  tres  difficile,  sinon  impossible,  de 
doser  par  ce  precede  I'azote  de  la  pyridine,  de  la  piperidine  ou 
des  composes  susceptibles   de   former  un  noyau  -piperidique  (tels 
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que  la  lysine,  I'acide  a-^-diaminopimelique  et  d'autres)^).  Si  Ton 
veut  doser  par  la  melhode  Kjeldahl  I'azote  de  ces  composes, 
il  est  necessaire  de  modifier  cette  methode  de  telle  fagon  que 
I'acide  sulfurique  puisse  agir  d'une  maniere  plus  energique.  On 
a  tout  d'abord  la  ressource  d'elever  le  point  d'ebullition  de  I'acide 
sulfurique  (et  par  consequent  la  temperature  a  laquelle  la  de- 
composition a  lieu)  en  ajoutant  du  sulfate  de  potassium,  ainsi  que 
I'a  propose  le  premier  Gunning^).  Aussi  a-t-on  pu  constater 
que  les  composes  sus-mentionnes  meme  les  plus  difficilement 
decomposables  peuvent  s'analyser  au  moyen  de  la  methode 
Kjeldahl  modifiee  par  Gunning;  seulement  il  a  fallu  une 
ebullition  tres  prolongee  pour  convertir  integralement  I'azote  en 
ammoniaque.  La  decomposition  s'opera  le  plus  facilement  et  le 
plus  rapidement  par  la  combinaison,  primitivement  proposee  par 
Arnold  et  Wedemeyer  ^"^j,  des  modifications  .  apportees  par 
Gunning  et  par  Arnold,  combinaison  qui,  on  le  sait,  consiste 
a  ajouter  non  seulement  du  sulfate  potassique,  mais  encore  les 
agents  catalytiques  oxyde  de  mercure  et  oxyde  de  cuivre*). 

Aussi  a-t-on  pu  etablir  que  dans  le  dosage  ordinaire  d'apres 
Kjeldahl  il  n'y  a  pas  perte  d'azote;  car,  apres  I'ebullition  ordi- 
naire en  presence  d'acide  sulfurique  et  un  petit  peu  d'oxyde 
cuivrique,  on  put,  en  ajoutant  du  sulfate  potassique,  de  I'oxyde 
mercurique  et  de  I'oxyde  cuivrique,  puis  portant  de  nouveau  a 
I'ebullition,  achever  la  decomposition  et  obtenir  la  presque  totalite 
de  I'azote  a  I'etat  d'ammoniaquev 


^y  II  y  a  lieu  de  rappeler  ici  que  K.  Andrlik  (Zeitschr.  f.  Zuckerindustrie  in 
Bohmen  26,  667  (1902))  a  signale  que  certains  produits  azotes  tires  des  re- 
sidus  de  la  fabrication  du  sucre,  ainsi  que  des  substances  telles  que  la  belaine 
et  la  coffeine,  fournissent  par  ebullition  avec  de  I'acide  sulfurique  concentre, 
en  plus  de  I'ammoniaque,  des  corps  qui  resistent  opiniatrement  a  Taction  de 
I'acide  sulfurique.  Andrlik  est  d'avis  qu'il  s'agit  ici  d'amines  difficilement 
decomposables.  Kutscher  et  Steudel,  se  rangeant  a  cet  avis,  emettent  dans 
leur  travail  I'hypothese  que  les  difficultes  de  la  methode  Kjeldahl  signalees 
par  eux  peuvent  s'expliquer  de  la  meme  maniere. 

2;  Zeitschr.  anal.  Ch.  28,  188  (1889). 

^j  Ibid.  31,   525  (1892). 

^;  Comparez  le  beau  travail  de  G.  Bredig  et  J.  W.  Brown:  »Katalytische 
Oxydalionen  organischer  Substanzen  mit  konzentrierter  Schwefelsaure*  (Zeitschr. 
physik.  Ch.  46,  502  (1903)).  Les  auteurs  signalent,  entre  autres  choses ,  que 
le  sulfate  de  potassium  n'a  pas  d'action  catalytique,  mais  ne  fait  qu'elever  la 
temperature.  11  est  demontre  aussi  dans  cet  ouvrage  que  Taction  catalytique 
d'un  melange  des  sulfates  mercurique  et  cuivrique  est  superieure  a  la  somme 
des  actions  de  'ces  deux  sels  metalliques  employes  separement. 
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II  appert  done  que  par  un  traitement  par  I'acide  sulfurique 
concentre,  I'azpte  de  ces  composes  se  comporte  tout  a  fait  comme 
Ton  devait  s'y  attendre  d'apres  la  constitution  desdits  composes: 
a  cet  egard  il  n'y  a  pas  de  difference  essentielle,  mais  seulement 
une  difference  graduelle  entre  ces  corps  et  toutes  les  autres  com- 
binaisons  aminees  aliphatiques:  quelques-uns  sont  plus  facilement 
decomposables  que  les  autres;  ceux  mentionnes  ici  sont  au 
nombre  des  composes  les  plus  difficilement  decomposables;  mais 
il  n'est  pas  question  d'une  perte  d'azote   au    cours  du  chauffage. 

Ainsi  on  n'a  pas  rencontre  jusqu'ici,  parmi  les  produits  de 
decomposition  des  proteines,  aucune  combinaison  dont  I'azote 
soit  lie  de  telle  maniere  qu'il  ne  puisse  pas  integralement  se 
convertir  en  ammoniaque  par  un  chauffage  convenable  en  pre- 
sence d'acide  sulfurique  concentre.  D'un  autre  cote,  il  ressort 
de  ce  que  nous  venons  de  dire  que  parmi  lesdits  produits  de 
decomposition  il  peut  se  trouver  des  substances  difficilement  et 
parfois  incompletement  decomposables  par  le  precede  ordinaire 
de  Kjeldahl.  Par  suite,  dans  I'analyse  des  matieres 
protei'ques  ou  de  leurs  produits  de  decomposition,  il 
est  to u jours  recommandable  d'examiner  si  le  dosage 
de  I'azote  d'apres  la  methode  ordinaire  de  Kjeldahl, 
d'un  cote,  et,  de  I'autre,  d'apres  la  modification  com- 
binee  de  Gunning  et  Arnold^),  donnent  des  resultats 
identiques:  C'est  seulement  dans  ce  cas  qu'on  peut  se 
servir  de  la  methode  plus  simple  de  Kjeldahl. 

Arnold  et  Wedemeyer  ont  fait  des  recherches  pour  savoir 
comment  un  certain  nombre  de  corps  renfermant  des  anneaux 
azotes  heterogenes  se  comportent  dans  les  dosages  d'azote  d'apres 
les  diverses  modifications  de  la  methode  Kjeldahl.  Ces  auteurs 
arrivent  a  cette  conclusion  2)  qu'un  corps  qui,  dans  un  dosage 
ordinaire  d'apres  Kjeldahl,  donne  moins  d'ammoniaque  qu'il  ne 
le  fait  par  la  methode  modifiee  de  Gunning-Arnold,  renferme 
des  noyaux  azotes.  Conformement  a  cela,  on  a  toujours  regarde 
ce  fait  que  les  matieres  proteiques  et  leurs  produits  de  decom- 
position peuvent  etre  analyses  suivant  le  procede  ordinaire  de 
Kjeldahl,  comme  une  preuve  de  I'absence  des  anneaux  azotes 
dans  la  molecule  de  ces  corps. 


^)  Meme    ici    il    est    indispensable    de    faire    bouillir   pendant  3   heures    au    moins 

(voir  les  essais  nos   50  a  59). 
^)  A  I'endroit  cite,   p.  530. 
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» 

Les  resultats  communiques  dans  le  present  memoire  ne 
changent  pas  cette  maniere  de  voir,  mais  tendent  pourtant  a 
montrer  que,  du  moins  pour  ce  qui  concerne  les  substances  pro- 
teiques  et  leurs  produits  de  decomposition,  il  faut  donner  a  la 
these  formulee  par  Arnold  et  Wedemeyer  la  forme  un  peu 
plus  etendue  que  voici:  »Si,  dans  un  dosage  ordinaire 
d'apres  Kjeldahl,  une  matiere  proteique,  ou  un  de  ses 
produits  de  decomposition,  donne  moins  d'ammoniaque 
qu'elle  ne  le  fait  dans  un  dosage  d'apres  la  modification 
de  Gunning- Arnold,  elle  renferme  ou  bien  des  sub- 
stances difficilement  decomposables  a  noyau  azote 
(telles  que  des  derives  de  la  pyridine  ou  de  la  piperi- 
dine)  ou  bien  des  substances  susceptibles  d'en  former 
par  condensation  interne.    . 


Les  dosages  d'azote  reunis  ci-dessous  en  forme  de  tableaux, 
ont  ete  effectues  de  differentes  manieres: 

i^  Dosages  d'apres  la  methode  habituelle  de  Kjeldahl^) 
(designes  par  »K«). 

2^  Dosages  d'apres  la  modification  de  Gunning  (designes 
par  »G«);  on  employa  pour  chaque  essai  20  gr.  de  sulfate  de  po- 
tassium 4-  20  cc.  d'acide  sulfurique  concentre. 

3^  Dosages  d'apres  la  modification  de  Gunning-Arnold 
(designes  par  »G-A«).  On  chauffa  la  substance  pendant  ^/4-^/2 
heure  avec  un  melange  de  i  gr.  d'oxyde  de  mercure,  os'',5  d'oxyde 
de  cuivre,  5  gr.  de  sulfate  de  potassium  et  20  cc.  d'acide  sul- 
furique concentre,  ce  qui  fit  virer  au  vert  la  couleur  de  la 
solution.  Ensuite,  apres  addition  d'encore  15  gr.  de  sulfate  po- 
tassique,  on  continua  le  chaufFage.  Dans  ces  dosages,  ainsi  que 
dans  ceux  indiques  sous  la  rubrique  suivante  (4^),  on  s'est  servi, 
pour  la  distillation  de  I'ammoniaque,  d'un  melange  de  solutions 
d'hydroxyde  et  de  sulfhydrate  de  sodium. 

4^  Dans  ces  dosages  on  a  soumis  la  substance  a  une  ebul- 
lition prolongee,  d'abord  avec  20  cc.  d'acide  sulfurique  concentre 
et  un  peu  d'oxyde  de  cuivre,  de  meme  que  dans  un  dosage 
ordinaire   d'apres   Kjeldahl;    ensuite   on  a  ajoute   i   gr.  d'oxyde 


^)  Description  detaillee   dans  ces  memes  Comptes-rendus  6,  130. 
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<ie  mercure,  o-'',5  d'oxyde  de  cuivre  et  20  gr.  de  sulfate  de  po- 
tassium, puis  repris  I'ebullition  comme  dans  un  dosage  suivant 
Gunning- Arnold.     (Designes  par  »K. —  G.-A.«). 

La  duree  de  I'ebullition  est  indiquee  pour  chaque  essai. 
Quant  a  I'oxydation  au  moyen  du  permanganate  de  potassium, 
on  n'y  a  eu  recours  que  dans  les  dosages  ordinaires  suivant 
Kjeldahl. 

A.  Composes  renfermant  ou  susceptibles  de  former 
des  anneaux  a  cinq  chainons  constitues  de  quatre 
atomes  de  carbone  et  un  atome  d'azote. 

Toutes  les  combinaisons  appartenant  a  cette  categorie,  ont 
pu  etre  analysees  d'apres  la  methode  Kjeldahl  ordinaire. 

CH2.CH, 
{a).  Acide  pyrrolidine-a-carbonique,  CH2   CH  •  COOH,  HgO. 

NH 

Quelques  analyses,  tant  de  I'acide  libre  (trouve  10,38% 
d'azote;  calcule  10,55^0)  que  de  son  sel  cuivrique,  qui  cristallise 
avec  2  molecules  d'eau  de  cristallisation  par  atome  de  cuivre 
(trouve  8,51 — 856  Vo  d'azote;  calcule  8,57^0),  se  trouvent  dans 
le  precedent  memoire,  p.  156,  157,  175  et   181. 

CHo  •  CH2 
(b).  Acide  a -amino-^-oxy  valerique,   CH2    CH  •  COOH. 

,       OH     NH2 

Un  certain  nombre  d'analyses,  tant  de  I'acide  libre  (trouv^e 
10,48—10,57%  d'azote;  calcule  10,55  ^/o)  que  de  son  sel  cuivrique 
{trouve  8,53 — 8,58%  d'azote;  calcule  8,57%),  se  trouvent  dans 
le  precedent  memoire,  p.  161   et   163. 

CH2  •  CH2 
(c).  Acide  a-^-diaminovalerique,  CHo    CH  •  COOH. 

NH2    NH, 

Des  analyses  d'un  certain  nombre  de  derives  de  cet  acide 
(tels  que  I'acide  a-(5-dibenzoyle-diaminovalerique,  I'acide  ornithu- 
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rique:   trouve  8,14  —  8,20%  d'azote;    calcule  8,24%)   se  trouvent 
dans  ces  memes  Comptes-rendus  6,  p.  32 — 57  (1902). 

(d).  Ether  ethylene-diphtalimidomalonique, 
COOC2H5     •  COOC2H5 


CO, 
■CO' 


C6H4<^X>N.C 


CH2-CH2--C.N<^0>C6H4 


COOC.H 


2^^5 


COOC.H 


2^-^5 


On  prepara  ce  compose  par  un  traitement  convenable  de  Tether 
phtalimido-sodomalonique  avec  du  bromure  d'ethylene^). 


Dosages  d/ azote.     (Calcule:  4,41^0  d'azote) 


NO 

des 

essais 

Poids 

de  la 

substance 

Proportion 
de  I'ammo- 
niaque  cor- 
respondante 
a  —  cc.   de 

solution 
d'hyposulfite 

Proportion 

de 

Tazote 

Methode  employee.     Duree  de 
r  ebullition 

I 

2 

3 
4 
5 

gr. 
0,4195 

0,4055 

0,4554 
0,4361 

0,4365 

cc. 
18,26 

17,66 

19,91 
19,06 
19,06 

% 

4,35 
4,36 

4,37 
4,37 
4,37 

K.    Vert  pur  apres  7  heures   d'ebullition.     Duree 

totale  de  I'ebullition  7  heures. 
K.    Comme    n^  i.      Seulement   duree    de   rebulli- 

tion  9  heures. 
K.    Comme  nO  i.    Duree  de  rebullition  11  heuies. 

K,    Comme  n"'  i.    Duree  de  I'ebullition  20 heures. 

G.-A.    Vert  pur  au  cours  d'une  demi-heure,  puis- 
bouilli  pendant  2  heures. 

CH2  '  CHo 
(e).  Acide  a-^-diaminoadipique,  COOH  •  CH      CH  •  COOH. 


NH2    NH2 


On  prepara  cet  acide  en  partant  de  I'ether  ethylene-di- 
phtalimidomalonique sus-mentionne,  par  saponification  au  moyen 
d'hydroxyde  de  baryum,  suivie  d'une  evaporation  en  presence 
d'acide  chlorhydrique^). 


^)  Ces  memes  Comptes-rendus  6,  147  (1905).    (Communication  preliminaire). 
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Dosages  d' azote  (calcule  15,94%  d'azote). 


NO 

des 

essais 

Poids 

de  la 

substance 

Proportion 
de  I'ammo- 
niaque  cor- 
respondante 
a  —  cc.  de 

solution 
d'hyposulfite 

Proportion 
de 

I'azote 

Methode  employee.     Duree  de 
rebullition. 

6 

7 
8 

9 

gr. 
0,0994 

0,1293 
0,1192 
0.1753 

cc. 

15.65 
20,40 
18,80 
27,72 

0/0 
15.74 
15.78 

15.77 
15,81 

K.    Vert    pur  apres  i  heure   d'ebullition ;    duree 

totale  de  I'ebullition  3  heures. 
K.    Comme    n*>  6 ;    pourtant   chauffe   pendant  10 

heures. 
K.    Comme    n°  6 ;    pourtant    chauffe   pendant  22 

heures. 
G.-A.    Bouilli  pendant  3  heures  en  tout. 

B.  Combinaisons  renfermant  ou  susceptibles  de 
former  des  anneaux  a  six  chainons  constitues  de  cinq 
atomes  de  carbone  et  un  atoine  d'azote. 


(a).  Pyridine, 


CH 
CH     CH 

CH     CH 

N 


La  pyridine  employee  dans  ces  analyses  n'etait  pas  tout  a 
fait  pure;  car,  dosee  suivant  la  methode  Dumas,  —  methode 
qui,  comme  d'habitude,  a  donne  probablement  des  resultats  un 
peu  trop  eleves^),  —  elle  ne  contenait  que  17,63%  d'azote  (cal- 
cule 17,75  Vo).  Conformement,  la  modification  Gunning-Arnold 
a  donne  17,36%,  soit  un  peu  moins  de  la  teneur  reelle  en  azote, 
qui  etait  probablement  de   17,5%  environ. 

On  mit  20  cc.  d'acide  sulfurique  double-normal  dans  une 
fiole  jaugee  de  100  cc,  puis  pesa  celleci,  en  employant  comme 
contre-poids  une  fiole  tout  a  fait  analogue.  Apres  addition  d'en- 
viron  i'^'^,5  de  pyridine,  on  pesa  de  nouveau;  poids  de  la  pyri- 
dine: 12^^4027.  Apres  abandon  jusqu'au  lendemain,  on  remplit  la 
fiole,  jusqu'au  trait,  d'eau  distillee.  On  a  employe  pour  chaque 
analyse  10  cc.  de  cette  solution,  correspondant  a  os'^,1403  de 
pyridine.  Apres  addition  de  I  cc.  d'acide  sulfurique  concentre, 
on  evapora  I'eau  dans  I'etuve  a  120^,  puis  efifectua  les  dosages 
de  la  maniere  habituelle;  le  chauffage  en  presence  d'acide  sul- 
furique concentre  n'a  pas  produit  de  carbonisation. 


Ces  memes  Comptes-rendus  6,  136. 
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Dosages  d' azote. 


NO 

des 

essais 

Poids  de 
la  sub- 
stance 

Proportion 
de  Tammo- 
niaque  cor- 
respondante 
a  —  cc.  de 

solution 
d'hyposulfitu 

Propor- 
tion de 
I'azote 

Methode  employee.     Duree  de 
I'ebullition. 

lO 
II 
12 

13 
14 

gr. 
0,1403 
0,1403 
0,1403 
0,1403 
0,1403 

cc. 

22,95 

22,75 

23,05 

22,95 

24,35 

% 
16,36 
16,22 

16,43 
16,36 

17,36 

K.     Duree  totale  de  rebullition  2V4  heures. 
K.        -        -        -            -          4V4      - 
K        -        -        -            _          6V4      - 
K.         -        -         -            _          22         - 
G.-A.  -        -         -            -          2V4      - 

CH. 


(b).  Piperidine, 


CH2     CH.2 

I  I 

CHo     CHo 


-NH 

On  prepara  d'une  maniere  analogue  a  celle  employee  dans 
le  cas  de  la  pyridine,  deux  solutions  de  piperidine  dans  de 
I'acide  sulfurique  dilue;  la  premiere  contenant  0^^,1721  de  piperi- 
dine par  10  cc,  fut  employee  pour  les  essais  n°s  15  a  21,  la  se- 
conde,  contenant  og'',i5i8  de  piperidine  par  10  cc,  pour  les  n^^ 
22  a  27.  Dans  les  essais  n°^  15,  16  et  17  on  a  employe  10  cc 
d'acide  sulfurique  concentre,  dans  tous  les  autres  20  cc  Meme 
dans  ce  cas  on  n'a  pu  constater  aucune  carbonisation  par  I'ebulli- 
tion en  presence  d'acide  sulfurique  concentre. 

L'un  de  nous,  en  collaboration  avec  C.  Pedersen,  a  deja  signale 
dans  le  memoire  precite^)  qu'une  oxydation  par  le  permanganate  de 
potassium  pent  etre  necessaire  dans  un  dosage  ordinaire  par  le  pro- 
cede  Kjeldahl,  meme  si  la  couleur  du  liquide  est  d'un  vert  pur; 
car,  malgre  cela,  la  decomposition  n'a  pas  ete  consommee.  Les  es- 
sais n°^  15  a  19  en  fournissent  un  bon  exemple.  Durant  I'ebullition, 
la  solution  a  toujours  conserve  sa  couleur  vert  pur,  et  neanmoins, 
meme  apr^s  36  heures  d'ebullition  comme  dans  les  essais  n°-^  18  et  19, 
la  decomposition  est  loin  d'etre  achevee.  En  effet,  I'oxydation  par 
le  permanganate  de  potassium  en  a  demande  abondamment,  tant 
dans  I'essai  n°  18  que  dans  les  essais  n°^  15  a  17,  avant  que  la  totalite 
de  la  mati^re  organique  fut  oxydee  et  que  la  formation  du  depot 
vert  fonce  sale^)  commen^at,  Ainsi  que  le  montre  le  tableau  (ess. 
n°s  15  ^  18),    on  a  reussi    dans    les  dosages  ordinaires  d'apres  Kjel- 


^)  Ces  inemes  Comptes-rendus  6,  129. 
^y  A  I'endroit  cite,   p.  131. 
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Dosages  (T azote  (calcule  16,49%  d'azote). 


NO 

des 

essais 


Poids  de 
la  sub- 
stance 


Proportion 
de  rammo- 
niaque  cor- 
respondante 
a  —  cc.  de 

solution 
d'hyposulfite 


Propor- 
tion de 
I'azote 


Methode  employee.     Duree  de 
I'ebullition. 


gr. 

cc. 

% 

15 

0,1721 

24,60 

14,29 

K.    Duree  totale  de  I'ebullition  3V2  heures. 

16 

0,1721 

24,90 

14,47 

A'.        —          —        -             —            10         — 

17 

0,1721 

25,30 

14,70 

K.        —          —        -             —            24         — 

18 

0,1721 

25,40 

14,76 

K.        —          -        ■             —            36         - 

19 

20 

0,1721 
0,1721 

18,60 
28,15 

10,81 
16,36 

K.        —         —        -            —           36        — ;     pas 
d'oxydation  par  le  permanganate  po- 
tassique. 

G.-A.    Duree  totale  de  I'ebullition  2V2  heures. 

21 

0,1721 

28,15 

16,36 

G.-A.        —           —       -              _           2I/2      _ 

22 

0,1518 

22,95 

15,12 

K.              —           —       .              _           12        — 

23 

0,1518 

24,60 

16,21 

G.             —          —       .             _          12        - 

24 

0,1518 

24,80 

16,34 

G.             —          —      .             _          18        — 

25 

0,1518 

24,90 

16,40 

G.-A.       —          —      -             —         -21/2      — 

26 

0, 1 5 1 8 

24,90 

16,40 

K. — G.-A.    Chauffe  d'apres  Kjeldahl  pendant  16 
heures,  puis  suivant  G.-A.  pendant  2  heures. 

27 

0,1518 

24,80 

16,34 

K. — G.-A.    Comme  dans  n*^  26. 

dahl,  par  oxydation  au  moyen  de  permanganate  de  potassium,  a 
convertir  en  ammoniaque  la  plus  grande  partie  de  I'azote.  Par  centre, 
dans  I'essai  n^  19,  011  il  n'y  a  pas  eu  oxydation  par  le  permanganate, 
c'est  a  peine  si  les  deux  tiers  de  I'azote  ont  ete  convertis  en  ammo- 
niaque. Du  reste,  au  cours  du  titrage  iodometrique  effectue  dans 
c€  dernier  essai,  un  bleiiissement  subsequent  extraordinairement  intense 
a  fait  voir  que  le  distillat  renfermait,  en  plus  de  I'ammoniaque,  en- 
core d'autres  substances  alcalines. 

CH2 


(c).  Acide  lysurique 


CH2 
CH2 


CHo 

CH • COOH 
Cg  H5  •  CO  NH       NH  .  CO  •  Ce  H5 


On  a  prepare  I'acide  lysurique  en  partant  de  la  lysine  racemi- 
que  obtenue  par  voie  de  synthese^),  et  a  laquelle  on  a  fait  subir  une 
benzoylation  en  milieu  legerement  alcalin,  puis  une  precipitation 
par  Tacide  chlorhydrique.  On  epuisa  Tacide  brut  a  Tether  de  pe- 
trole  bouillant,  ce  qui  le  debarrassa  de  son  acide  benzoique  libre; 
puis  on  le  soumit  a  une  nouvelle  cristallisation  dans  I'acetone.  Un  do- 
sage par  le  precede  Dumas  donna  une  teneur  en  azote  de  7,98  ^'o. 


^)  Ces  memes  Comptes  rendus  6,  60  (1902). 
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Dosages  d'' azote  (calcule  7,93  ^/o). 


NO 

des 

essais 

Poids  de 
la  sub- 
stance 

Proportion 
de  Tammo-  _ 
niaque  cor- 
respondante 
a  —  cc.  de 

solution 
d'hyposulfite 

Propor- 
tion de 
I'azote 

Methode  employee.     Duree  de 
I'ebullition. 

28 
29 
30 
31 
32 

33 
34 
35 

gr. 
0,1942 

0,2443 
0,2338 
0,2160 
0,2713 
0,3178 
0,1844 
0,2273 

cc. 

13,97 
18,21 
17,42 
16,32 
19,80 
24,85 
14,45 
17,85 

7,19 

7,45 
7,45 
7,56 
7,30 
7,82 

7,84 

7,85 

K.   Vert  pur  apres  5  heures  d'ebuUition.    Duree 

totale  de  rebnllition  5  heures. 
K.    Vert  pur  apres  6  heures  d'ebuUition.    Duree 

totale  de  I'ebullition   8  heures. 
K.    Comme    n''    29;     pourtant    chauffe    pendant 

10  heures. 
K.    Comme    n"   29;     pourtant    chauffe     pendant 

24  heures. 
K.    Vert  pur  apres  7  heures  d'ebuUition.    Duree 

totale  d'ebuUition  36  heures. 
G.-A.    Duree  d'ebuUition  2 V2  heures. 

G,-A.    Comme  nO  33. 

K. — G.-A.      Chauffe     d'apres    Kjeldahl   pendant 
34  heures,  puis  suivant  G.-^.  pendant  2  heures. 

Dans  les  essais  n°s  28  a  31  on  a  mis  en  oeuvre  10  cc,  dans 
les  autres  20  cc  d'acide  sulfurique  concentre. 

(d).   Ether  trimethylene-diphtalimidomalonique, 

COO  C2  H5  COO  C2  H5 

CO  '  '  CO 

Ce  H4<QQ>N  •  C  —  CH.  •  CH2  •  CH2  —  C  •  N<^q>C6  H4 

COO  C2  H5  COO  C2  H5 

On  a  prepare  ce  compose  en  traitant  d'une  maniere  con- 
venable  de  Tether  phtalimido-sodomalonique  par  le  bromure  de 
trimethylene^).    Un  dosage  d'apres  Dumas  donna  4,43%  d'azote. 

Dosages  d'azote  (calcule  4,32  Vo). 


Proportion 

NO 

des 

essais 

Poids  de 
la  sub- 
stance 

de  1  ammo- 
niaque  cor- 

respondante 

a  —  cc.  de 

solution 

d'hyposulfite 

Propor- 
tion de 
I'azote 

Methode  employee.     Duree  de 
rebullition. 

gr- 

cc. 

% 

36 

37 

0,3982 
0,4045 

16,22 
16,42 

4,07 
4,06 

K.    Vert  pur  apres  7  heures  d'ebuUition.    Duree 

totale  de  I'ebullition  7  heures. 
K.    Comme    n^  36.      Pourtant    chauffe    pendant 

38 
39 

0,3456 
0,4336 

13,88 
17,56 

4,02 
4,05 

9  heures. 

K.    Comme    n<*  36.      Pourtant    chauffe     pendant 

10  heures. 

K.    Comme    n"  36.      Pourtant    chauffe    pendant 

40 

0,4156 

16,62 

4,00 

12V2  heures. 
K.    Comme    nO  36.      Pourtant    chnuffe    pendant 

41 

0,4807 

20,41 

4,25 

24  heures. 
G.-A.    Duree  de  rebullition  2V2  heures. 

^)  Ces  memes  Comptes-rendus  6,  147  (Communication  preliminaire). 
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CH. 


CH 

(e).  Acide  «-£- diaminopimelique,  i     ' 

COOH . CH 
NH. 


CH2 

CH . COOH 

NH2 


On  prepara  cet  acide  en  partant  de  Tether  trimethylene-di- 
phtalimidomalonique  nomme  ci-dessus,  par  saponification  au  moyen 
d'hydroxyde  de  baryum,  puis  evaporation  par  I'acide  chlorhydri- 
que^).  Pour  quelques-uns  des  essais  reunis  ci-dessous  en  forme 
de  tableau,  on  a  employe  des  quantites  pesees  d'avance  de  I'acide, 
pour  d'autres  une  solution,  preparee  comme  dans  le  cas  de  la 
pyridine,    de   I'acide   dans   de  I'acide  sulfurique  etendu,   solution 

Dosages  cT azote  (calcule  14,76%). 


Proportion 
de  I'ammo- 
niaque  cor- 
respondante 
a  —  cc.  de 

solution 
d'hyposulfite 

des 
essais 

Poids  de 
la  sub- 
stance 

Propor- 
tion de 
I'azote 

Methode  employee.     Duree  de 
rebullition. 

gr- 

cc. 

% 

42 

0, 1  5 1 1 

20,80 

13,77 

K.    Duree  de  I'ebullition  3  heures. 

43 

0,1473 

19,85 

13,48 

K.       -        •            —           6     - 

44 

0,1473 

20,15 

13,68 

K.       —        -            —         12      _ 

45 

0,1471 

20,00 

13,60 

K.       —        •            _          18      — 

46 

0,1473 

21,50 

14,60 

G.       -        -            -           6      - 

47 

0,1473 

21,45 

14,56 

G.       —        -            —         12      - 

48 

0,1338 

19,45 

14,54 

G.       —        -            —         18      — 

49 

0,1473 

21,55 

14,63 

G.      —        •            —         24     — 

50 

0,1404 

20,45 

14,57 

G.-A.  —        -            —           2V2  - 

51 

0,1473 

21,45 

14,56 

G.-A.  —        -            —       .   2V2- 

52 

0,1247 

18,20 

14,59 

G.-A.  —        -            —           3     — 

53 

0,1473 

21,60 

14,66 

G.-A.  —        ■            —           4     — 

54 

0,1473 

21,45 

14,56 

G.-A.  —        -            —           8      - 

55 
56 
57 
58 
59 

0,1382 
0,1319 
0,1473 
0,1473 
0,1473 

19,55 
19,30 
20,75 
21,55 
21,45 

14,15 
14,63 
14,09 

14,63 
14,56 

K. — G.-A.    Chauffe  d'apres  K.  pendant  16  heures, 

puis  d'apres  G.-A.  pendant  2  heures. 
K. — G.-A.    Chauflfe  d'apres  A',  pendant  16  heures, 

puis  d'apres  G.-A.  pendant  4  heures. 
K.—G.-A.    ChaufFe  d'apres  K.  pendant  iS  heures, 

puis  d'apres  G.-A.  pendant  2  heures. 
K.—G.-A.    Chauffe  d'apres  K.  pendant  18  heures, 

puis  d'apres  G.-A.  pendant  4  heures. 
K.—G.-A.    Chauffe  d'apres  K.  pendant  18  heures, 

puis  d'apres  G.-A.  pendant  8  heures. 

^)  A  I'endroit  cite. 


H 


206 

qui  contenait  os'^,1473  de  I'acide  par  10  cc.  Un  chauffage  en 
presence  d'acide  sulfurique  n'a  pas  donne  de  carbonisation.  Tous 
les  dosages  d'apres  le  procede  ordinaire  de  Kjeldahl  (n°^42a45) 
furent  effectues  avec  10  cc.  d'acide  sulfurique  concentre,  et  pour 
parfaire  I'oxydation  subsequente  par  le  permanganate  potassique 
on  a  du  en  employer  des  quantites  notables  avant  I'apparition 
du  depot  vert  fonce  sale.  Tous  les  autres  dosages  furent  effec- 
tues avec  20  cc.  d'acide  sulfurique  concentre. 

11  ressort  de  ces  tableaux  que  les  trois  dernier s  corps 
(acide  lysurique,  ether  trimethylene-dipthalimidomalonique  et  acide 
a-£-diaminopimelique),  susceptibles  de  former,  par  ebulli- 
tion en  presence  d'acide  sulfurique  concentre,  un  noyau 
piperidique,  avec  elimination  d'ammoniaque,  se  com- 
portent  comme  la  piperidine  elle-meme:  par  la  me- 
thode  ordinaire  de  Kjeldahl  pour  le  dosage  de  Tazote, 
ils  donnent  des  resultats  plus  bas  que  par  les  modi- 
fications Gunning  ou  Gunning-Arnold. 

Si  Ton  substitue  un  groupe  CO  a  un  groupe  CH2  de  I'anneau 
piperidique,  cet  anneau  devient  plus  facilement  decomposable; 
c'est  ainsi  que  la  piperidone  peut  etre  analysee  par  la  methode 
ordinaire  de  Kjeldahl,  et  il  en  est  de  meme  pour  I'acide 
7-aminopropyle-malonique,  qui  par  simple  distillation  abandonne 
I'acide  carbonique  et  I'eau,  avec  formation  de  piperidone.  II 
nous  semble  d'autant  plus  etonnant  que,  meme  en  soumettant 
a  une  ebullition  tres  prolongee  suivant  le  procede  Kjeldahl 
la  matiere  premiere  destinee  a  la  preparation  dudit  acide  amine^ 
c'est -a- dire  I'ether  7-phtalimidopropyle- malonique  prepare  pri- 
mitivement  par  S.  Gabriel^),  elle  donne  des  resultats  un  peu 
trop  bas. 


(f).  Ether  7-phtalimidopropyle-malonique, 

COOC2H5 

CH  •  CH2  •  CH2  .  CH2  •  N<^^>C6  H4 

COOC2H5 
Cet  ether  a  ete  prepare  par  le  procede  de  Gabrie 


^)  Ber.  d.  deutsch.  chem.  Ges.  23,    1767   (1890),   et  24,    1364  (1891). 
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Dosages  d' azote  (calcule  4,04  Vo). 


NO 

des 

essais 

Poids 

de  la 

substance 

Proportion 
de  Tammo- 
niaque  cor- 
respondante 
a  —  cc.    de 

solution 
d'hyposulfite 

Proportion 

de 

I'azote 

Methode 

employee. 
rebuUition 

Duree  de 

gr. 

cc. 

% 

60 

0,3711 

13,14 

3,54 

K. 

Duree  de 

rebullition  5 

heures. 

61 

0,2329 

8,75 

3,76 

K. 

— 

—         16 

— 

62 

0,2770 

10,85 

3,92 

K. 

— 

—         24 

— 

63 

0,7451 

30,49 

4,09 

G.- 

A.     — 

—           2 

— 

COOH 

(g).  Acide  7-aminopropyle-malonique,  CH  •  CHg  •  CHg  •  CHg 

COOH  NH2 

On  a  prepare  cet  acide  en  partant  de  Tether  sus-mentionne, 
en  decomposant  avec  de  I'hydroxyde  de  baryum  et  traitant  par 
I'acide  chlorhydrique  d'une  maniere  convenable. 

Dosages  d' azote  (calcule  8,71  %). 


NO 

des 

essais 

Poids 

de  la 

substance 

Proportion 
de  I'ammo- 
niaque  cor- 
respondante 
a  —  cc.   de 

solution 
d'hyposulfite 

Proportion 

de 

I'azote 

Methode 

employee.     Duree 
I'ebullition. 

de 

gr- 

cc. 

% 

64 

0,1694 

14,60 

8,62 

K. 

Duree  de 

I'ebullition  3  heures. 

65 

0,1473 

12,80 

8,69 

K. 

— 

—          6      — 

66 

0,1488 

12,90 

8,67 

K. 

— 

—         10      — 

67 

0,2057 

17,90 

8,70 

K. 

— 

—         21       — 

68 

0,1714 

14,95 

8,72 

G.- 

A.     — 

-          2V2  - 

CH. 


(h).  Piperidone, 


CH2     CH< 
CO       CH, 


NH 

On  prepara  ce  compose  en  chauffant  I'acide  ;'-aminopropyle- 
malonique  mentionne  plus  haut  dans  un  ballon  k  fractionner 
plonge   dans    le    bain    d'huile,    operation    qui    fit   se    degager    de 

14* 
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I'acide  carbonique  et  de  I'eau.  A  250^  a  257^,  il  passa  une 
huile  jaunatre  qui,  refroidie  a  I'eau  glacee,  se  prit  en  une  masse 
cristalline;  elle  etait  tres  probablement  constituee  de  piperidone, 
avec  une  faible  teneur  en  eau;  aussi  etait-elle  demi-liquide  a  la 
temperature  ambiante.  Conformement,  tant  par  le  precede  ordi- 
naire de  K  j  e  1  d  a  h  1  que  par  la  modification  de  Gunning -A  mold, 
on  a  trouve    une    teneur    en    azote    un    peu    inferieure    au    calcul 

Dosages  d' azote. 


Proportion 

NO 

des 

essais 

Poids 

de 

substance 

de  Tammo- 
niaque  cor- 
respondante 
a  —  cc.  de 

solution 
d'hyposulfite 

Proportion 

de 

I'azote 

Methode  employee.     Duree  de 
r  ebullition. 

gr- 

cc. 

«/o 

69 

0,1611 

22,00 

13,66 

K.      Duree  de  I'ebuUition  6  heures. 

70 

0,1611 

22,10 

13,72 

K.               —           -                  —            ID         — 

71 

0,1611 

22,20 

13,78 

K.          —       -            —        17      — 

72 

0,1611 

22,20 

13,78 

G.-A.     —       -            —          2Va  - 

Pour  terminer,  il  faut  mentionner  que  I'acide  a-aminoadipique, 
COOH  •  CH  •  CH2  •  CH2  •  CH2 ,    susceptible   de   former  I'acide  pi- 


NH. 


COOH 


peridone-carbonique  par  mise  en  liberte  d'eau,  pent  se  doser  par 
la  methode  Kjeldahl^). 


^)  V.  ces  memes  Comptes-rendus  6,  p.  24 — p.  31   (1902). 


En  fevrier  igoj. 


ETUDES  SUR 

LA  SYNTHESE  DES  ACIDES  AMINES 


PAR 

S.  P.  L.  S0RENSEN. 


VI.    Dedoublement  de   I'acide   ornithurique  race- 
mique  en  formes  optiquement  actives. 

Dans  un  memoire  public  il  y  a  deux  ans^)  je  signalais  cer- 
taines  divergences  entre  I'acide  a-^-dibenzoyle-diamino- 
valerique  obtenu  par  voie  de  synthese,  d'un  cote,  et,  de  I'autre, 
I'acide  ornithurique  tire  de  produits  naturels.  Sans  doute,  ces 
divergences  etaient  toutes  de  nature  a  faire  presumer  que  les 
deux  acides  indiques  etaient  I'un  a  I'autre  ce  qu'une  combinaison 
racemique  est  a  la  modification  optiquement  active  correspon- 
dante;  mais  I'exactitude  de  cette  conjecture  n'avait  pas  encore 
ete  verifiee.     C'est  ce  qui  fait  I'objet  du  present  memoire. 

Si  Ton  traite  de  I'acide  ornithurique  racemique  (c'est-a-dire 
de  I'acide  a-^-dibenzoyle-diaminovalerique  prepare  par  voie  de 
synthese)  par  une  quantite  equivalente  d'un  alcaloide  (je  me 
suis  servi  a  cet  effet  de  cinchonine,  morphine,  strychnine  et  bru- 
cine)  et  par  une  quantite  convenable  d'eau  chaude,  on  parvient 
aisement  a  former  des  solutions  d'ornithurates  racemiques  des 
alcaloides,  solutions  qui,  evaporees  et  refrigerees  convenablement, 
font  tomber  des  depots  huileux  constitues  de  I'un  des  ornithu- 
rates  optiquement  actifs  d'alcaloides,  a  I'etat  plus  ou  moins  pur. 

Ce  n'est  qu'en  employant  I'alcaloide  brucine  que  j'ai  reussi 
a  obtenir  sous  la  forme  ciistalline  le  depot  constitue  en  ce  cas 
de  I'ornithurate  droit  de  brucine;    dans   tous  les  autres  cas 


^)  Ces  memes   Comptes-rendus  6,    58  (1902). 
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je  n'ai  obtenu  que  des  huiles  aptes  a  former,  en  se  dessechant, 
des  masses  resineuses,  plus  ou  moins  friables.  Cest  ainsi  que, 
en  partant  directement  de  I'acide  ornithurique  racemique,  il  n'a 
pas  ete  possible  de  preparer  a  I'etat  pur  et  cristallin  le  sel  d'al- 
caloi'de  de  la  modification  gauche;  au  contraire,  en  prenant 
comme  point  de  depart  I'acide  ornithurique  gauche  passablement 
pur  retire  de  I'eau-mere  de  I'ornithurate  droit  de  brucine,  j'ai 
reussi  sans  trop  de  difficulte  a  preparer  I'ornithurate  gauche 
de  cinchonine  pur  et  a  I'etat  cristallin. 

En  partant  des  sels  d'alcaloides,  je  pus  eliminer  I'alcaloide 
a  I'aide  d'hydroxyde  de  sodium,  et  en  precipitant  par  I'acide  chlor- 
hydrique  la  solution  ainsi  obtenue  j'obtins  alors  I'acide  ornithu- 
rique. L'acide  ornithurique  droit  ainsi  prepare  se  comportait  tout 
a  fait  (conferez  pourtant  le  pouvoir  rotatoire  specifique,  p.  221)  de 
la  meme  maniere  que  celui  tire  de  produits  naturels  et,  a  I'ex- 
ception  du  signe  du  pouvoir  rotatoire,  I'acide  gauche  ofifrait 
exactement  les  memes  proprietes.  On  trouvera  vers  la  fin  de  ce 
memoire  un  expose  sommaire  de  cet  etat  de  choses. 

II  s'ensuit  done  qu'on  est  parvenu 

i^  a  realiser  la  synthese  complete  tant  de  I'acide 
ornithurique  droit  que  de  I'acide  gauche,  —  et 

2^  a  etablir  I'identite  de  I'acide  a-(5-dibenzoyle-dia- 
minovalerique  droit  avec  I'acide  ornithurique  naturel. 

1.    Ornithurate  droit  de  brucine. 

C19H20O4N2,    C23H26O4N2,   H2O. 

On  traita  Vio  molecule-gramme  (34  gr.)  d'acide  ornithurique 
racemique  et  Vio  molecule-gramme  (46^^,6)  de  brucine  renfermant 
de  I'eau  de  cristallisation  dans  un  ballon  de  la  capacite  de  5  1. 
et  contenant  3  1.  d'eau.  On  chauffa  au  bain-marie  pendant 
2  heures,  en  agitant  bien.  Presque  le  tout  etait  alors  entre  en 
dissolution;  toutefois  il  se  trouvait  au  fond  du  matras  une  petite 
quantite  d'une  masse  resineuse  qui,  chauffee  ulterieurement,  finit 
par  se  cristalliser.  Un  chauffage  ulterieur  de  4  heures  fit  aug- 
menter  d'une  maniere  appreciable  la  proportion  de  la  masse 
cristalline,  et  meme  sur  les  cotes  du  ballon  on  observa  un  com- 
mencement de  cristallisation.  On  transvasa  alors  le  tout  dans 
une  capsule  en  porcelaine  d'assez  grande  capacite  et  ringa  le 
ballon  deux  ou  trois  fois  a  I'eau  chaude.     On  laissa  reposer  jus- 
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qu'au  lendemain,  en  ayant  soin  d'agiter  frequemment ;  il  s'etait 
alors  forme  un  joli  depot  cristallin  qui,  au  microscope,  offrait 
I'apparence  d'agglomerations  de  cristaux  lamelles  assez  epais. 
On  essora  a  la  trompe  et  lava  3  fois  a  I'eau  froide  le  depot,  qui 
etait  faiblement  colore  ainsi  que  I'eau-mere.  Apres  dessiccation 
a  I'air,  le  poids  etait  de  28  §"^,5. 

Evaporees  au  bain-marie  jusqu'a  un  volume  de  1^/4  a  1^/2  1., 
puis   abandonnees    a    elles-memes,    les    eaux  mere    et   de  lavage 
fournirent   un    nouveau    depot    qui,    cependant,    etait    en    partie 
huileux.     Quant  au  produit  principal,    on  le  purifia  par  recristal- 
lisation.     Par  traitement  dans  une  capsule,  placee  au  bain-marie 
avec  3  +  I  -f-  -^A  H-  ^h  1.  d'eau  prealablement  portee  a  I'ebullition, 
le  tout  entra  en  dissolution,  sauf  quelques  flocons    bruns,    qu'on 
separa   par  filtration  a  chaud.    Ayant  laisse  le  liquide  filtre  dans 
des    capsules    de    porcelaine    jusqu'au    lendemain,    on    obtint    de 
nouveau  un   joli    depot   cristallin   et   presque   incolore;    le   micro- 
scope revela  de  beaux  prismes  incolores  a  six  pans,  le  plus  sou- 
vent  surmontes  de  pyramides,  souvent  aussi  aplatis  et  presentant 
la  forme  de  feuillets  longs  et  assez  epais,  irreguliers,  hexagonaux. 
Le  depot  qui,  apres  essorage,  lavage  et  dessiccation  a  I'air,  accusait 
un  poids  de   19  gr.,  fut  recristallise  encore  une  fois  de  la  meme 
maniere;  on  en  recupera   13  ^""jS- 

Les  autres  details  sont  consignes  dans  le  schema  des  frac- 
tionnements  (v.  p.  213),  qui  montre  nettement  les  procedes  par 
lesquels  on  a  obtenu  les  differentes  fractions. 

On  a  elimine  la  brucine  de  chaque  fraction  en  chauffant 
avec  de  I'eau  et  avec  une  proportion  d'hydroxyde  de  sodium 
depassant  un  peu  celle  requise  pour  faire  precipiter  la  brucine; 
ensuite,  on  a  refrigere  a  I'eau  glacee,  essore  a  la  trompe  et  lave 
a  I'eau  froide  la  brucine  deposee.  On  fit  refroidir  a  la  glace  la 
liqueur  alcaline  filtree,  et  Ton  fit  precipiter  I'acide  ornithurique 
au  moyen  d'acide  chlorhydrique;  apres  un  abandon  jusqu'au  len- 
demain, on  filtra  et  debarrassa  I'acide  ornithurique  de  I'acide 
chlorhydrique  par  des  lavages  a  I'eau  froide,  puis  plusieurs  fois 
a  I'eau  chaude.  Dans  I'eau-mere  de  I'acide  ornithurique  on  put 
toujours,  au  moyen  des  reactifs  generaux  des  alcaloides,  constater 
la  presence  d'une  petite  quantite  de  brucine.  Afin  de  Ten  d6- 
barrasser,  et  pour  plus  de  surete,  on  fit  chaque  fois  redissoudre 
I'acide  ornithurique  dans  une  lessive  de  soude,  et  on  le  precipita, 
puis  lui  fit  subir  le  meme  traitement  que  la  premiere  fois.    Dans 
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cette  seconde  eau-mere,  on  ne  put  ordinairement  reconnaitre 
qu'une  trace  de  brucine. 

Le  poids  des  portions  d'acide  ornithurique  retirees  des  di- 
verses  fractions  et  sechees  a  I'air,  se  trouve  indique  dans  le 
schema.  Dessechees  dans  le  vide  a  80^,  toutes  les  preparations 
sechees  a  I'air  perdirent  un  peu  de  leur  poids  (0,1   a  0,4^/0). 

On  determina,  en  lumiere  du  sodium  (a  20^),  par  le  pro- 
cede  habituel,  le  pouvoir  rotatoire  dans  une  solution  legerement 
alcaline  des  preparations  ainsi  sechees;  dans  I'avant-derniere  ligne 
du  schema  on  trouvera  les  valeurs  etablies  de  [a]]^.  La  rotation 
specifique  de  I'acide  ornithurique  depend  essentiellement  de  la 
concentration;  c'est  pourquoi,  comme  on  le  verra  plus  loin  (p.  220), 
j'ai  determine  la  deviation  que  donne  I'acide  ornithurique  droit 
dans  des  solutions  faiblement  alcalines  a  20,  10  et  5%,  et  en 
partant  des  valeurs  ainsi  trouvees  de  [a]]^,  j'ai  pu  determiner 
graphiquement  et  avec  une  exactitude  suffisante  la  valeur  qu'il 
faut  y  attribuer  pour  toutes  les  concentrations  intermediaires. 
La  derniere  ligne  du  schema  indique  sous  la  designation  »[a]D 
calcule«  la  valeur  de  [a]]^  qui,  conformement  a  ce  que  je  viens 
de  dire,  correspond  a  la  concentration  employee  et  a  laquelle  on 
serait  arrive,  si  I'acide  ornithurique  en  jeu  avait  ete  un  compose 
pur  respectivement  droit  ou  gauche. 

is'',502  2  de  fraction  A  dissous  dans  2<^'^,5  de  lessive  de  soude 
2.  normale  rempli  de  I'eau  jusqu'a  un  volume  total  de  20  cc,  m'a 
donne  une  deviation  en  lumiere  du  sodium  dans  un  tube  de  2  de- 
cimetres a  20^  de  +  i^  26';  done  [a]]j  =  +  9^54;  calcule  -|-  9^,59. 

is'^,1958  de  fraction  B  (dissous  dans  2  cc.  de  lessive  de  soude 
+  de  I'eau  k  20  cc.)  donn^rent  une  deviation  de  +  i^  10';  [a]]^  = 
+  9^,76;  calcule  +  9^,80. 

0^^8784  de  fraction  C  (dissous  dans  i<=c,5  de  lessive  de  soude 
+  de  I'eau  a  20  cc.)  donn^rent  une  deviation  de  -f  53';  [ajo  =  + 
10^,05;  calcule  +  10^,04. 

2gS2o88  de  fraction  D  (dissous  dans  3C^,7  de  lessive  de  soude 
-f  de  I'eau  a  20  cc.)  donn^rent  une  deviation  de  +  2^3';  [a]j)  —  -f 
9^,28;  calcule  +  9^,17. 

0^^7134  de  fraction  E  (dissous  dans  i<^'^,2  de  lessive  de  soude 
4-  de  I'eau  a  20  cc.)  donn^rent  une  deviation  de  +  40';  [ajc  =  + 
9^35;  calcule  +  10^x5. 

1^^3201  de  fraction  F  (dissous  dans  2*^^,2  de  lessive  de  soude 
+  de  I'eau  jusqu'a  20  cc.)  donn^rent  une  deviation  de  -\-  1^  14'-,  [a]u  = 
-f  9^34;  calcule  +  9^7o• 

I s"^, 8043  de  fraction  G  (dissous  dans  3  cc.  de  lessive  de  soude 
+  de  I'eau  jusqu'^  20  cc.)  donnerent  une  deviation  de  -^  i^  3';  [a]]^  = 
-f-  5^,82  •,  calcule  -^  9^40. 
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i&'^,8588  de  fraction  H  (dissous  dans  3  cc.  de  lessive  de  soude 
+  de  I'eau  jusqu'a  20  cc.)  donnerent  une  deviation  de  -f-  i^  34'; 
[a]y  =  -^  80,43-  calcule   --  9^36. 

II  ressort  du  schema  que  meme  le  depot  forme  en  premier 
lieu  (28''',5)  etait  constitue  par  un  compose  droit  presque  par- 
faitement  pur;  car  ce  n'est  que  dans  la  fraction  E,  soit  la  derniere 
de  celles  qui  proviennent  de  ce  depot,  qu'on  retrouve  un  peu 
du  compose  racemique.  Par  consequent,  comme  on  devait  s'y 
attendre,  le  depot  recristallise  (19  gr.)  est  parfaitement  pur;  car 
tons  les  produits  obtenus  par  une  nouvelle  recristallisation  de  ce 
depot  (les  fractions  A,  B  et  C)  possedent  le  meme  pouvoir  ro- 
tatoire  specifique.  Sans  doute  les  fractions  G  et  H  ne  contien- 
nent  pas  de  compose  gauche  pur;  mais  on  reconnut  que  I'acide 
ornithurique  qu'elles  fournissaient  etait  un  excellent  point  de  de- 
part pour  la  preparation  de  I'ornithurate  gauche  de  cinchonine 
(voir  plus  bas). 

Le  total  de  I'acide  ornithurique  racemique  traite  comme 
precedemment  decrit,  se  montait  a  80  gr.  A  partir  de  cette 
quantite  on  obtint: 

a^  de  I'acide  ornithurique  droit  completement  exempt 
d'acide  racemique  et  correspondant  aux  fractions  A,  B  et  C      l/^^l 

b^  de  I'acide  ornithurique  droit  presque  exempt 
d'acide  racemique  correspondant  aux  fractions  D,  E  og  F        y-'',S 

c^  des  melanges  d'acides  racemique  et  gauche,  cor- 
respondant aux  fractions  G  et  H 39=^0 

Total...      63g^9 
soit  environ  So^/o  de  la  matiere  premiere. 

J'ajouterai  encore  quelques  remarques  relatives  a  I'ornithurate 
droit  de  brucine.  Nous  avons  vu  que  ce  sel  est  assez  difficile- 
ment  soluble  dans  I'eau,  meme  chaude;  dans  I'alcool  il  est  assez 
facilement  soluble  a  froid  et  tres  soluble  a  chaud,  tandis  que  dans 
Tether  il  se  dissout  difficilement.  Seche  a  I'air,  le  sel  renferme 
environ  i  molecule  d'eau  de  cristallisation,  qu'il  abandonne  dans 
le  vide  a  70^.     Laisse  au-dessus  d'eau,    il  I'absorbe  de  nouveau. 

Exposes  dans  le  vide  sulfurique,  1-^0052  du  sel  ced^rent  tres 
lentement  et  incompl^tement  leur  eau  de  cristallisation;  apr^s  un 
abandon  subsequent  dans  le  vide  a  70^,  on  constata  du  jour  au 
lendemain  que  le  poids  restait  constant;  la  perte  etait  de  0^^0263 
(2,62^0);    abandonne   sur   de   Teau,    le  sel   deshydrate   en   reabsorba 
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pendant  24  heures  o?'',o256.  Un  sejour  prolonge  sur  I'eau  ne  changea 
pas  le  poids  du  sel  (teneur  en  eau  calculee  pour  i  mol.  d'eau  2,39%). 
0^^2577  de  sel  deshydrate  donnerent,  dans  un  dosage  par  la 
methode  Dumas,  i8'^<^,o  d'azote  a  21^  et  sous  738 '"'",3  de  pression, 
correspondant  k  7,68  Vo  d'azote  (calcule  7,65  Vo). 

Le   sel   deshydrate   fondit   nettement   a   135  — 136^  (corr.);   le 

sel  contenant  de  I'eau  offrit  a  peu  pres  le  meme  point  de  fusion, 

mais  avec  moins  de  nettete. 


2.    Ornithurate  gauche  de  cinchonine. 

Ci9  H20  O4  Ny,  Ci9  H29  ON2,  H.^O. 

On  pila  bien  dans  un  mortier  2is'^,6  d'acide  ornithurique 
(melange  des  acide  racemique  et  gauche  des  fractions  G  et  H, 
p.  214)  avec  IQ^SS  de  cinchonine  (calcule  pour  nriolecules  egales 
iS^"",/).  Puis  dans  un  ballon  de  5  1.  on  mit  en  suspension  le  me- 
lange dans  ^/2  1.  d'eau  froide,  et  Ton  versa,  en  agitant  constam- 
ment,  de  I'eau  bouillante  jusqu'a  un  volume  d'environ  4^/2  1.,  ce 
qui  fit  entrer  en  dissolution  la  majeure  partie  du  melange.  Apres 
avoir  chauffe  5  a  6  heures  durant  au  bain  d'eau  bouillante,  et  en 
agitant  frequemment,  on  filtra  la  partie  restee  indissoute  (frac- 
tion E  du  schema  p.  217), 

Refroidi,  le  liquide  filtre  montra  bientot  un  trouble  laiteux, 
nettement  huileux  (fraction  D  du  schema  p.  217);  cependant  en 
continuant  de  faire  refroidir,  tout  en  agitant  energiquement,  on 
vit  bientot  se  produire  un  depot  cristallin.  Des  I'apparition  de 
celui-ci,  on  transvasa  le  liquide  et  les  cristaux  en  suspension  dans 
un  autre  becherglas,  ou  la  cristallisation  s'acheva  du  jour  au 
lendemain.  Le  joli  depot  blanc,  tres  volumineux,  presentait  au 
microscope  des  faisceaux  de  cristaux  aciculaires,  quelques-uns 
effiles,  d'autres  plus  courts  et  plus  epais.  On  I'essora  a  la  trompe, 
puis  le  lava  3  fois  a  I'eau  froide.  Rendement  20''',2  de  sel  de 
cinchonine.  Les  eaux  mere  et  de  lavage  fournirent  la  fraction  F 
(v.  le  schema  p.  217). 

De  cette  maniere  on  traita  en  tout  39S'',o  d'acide  ornithurique 
(v.  p.  214),  qui  fournirent  un  total  de  34-^,2  d'ornithurate  gauche 
de  cinchonine. 

Chauffe  avec  de  I'eau  au  bain-marie  bouillant,  le  sel  de 
cinchonine  fondit,  de  sorte  qu'on  put  difficilement  le  faire  entrer 
en  dissolution.  II  en  fut  de  meme  quand  on  y  versa  de  I'eau 
bouillante.      C'est    pourquoi    on    le    fit   recristaUiser   de   la   fa^on 
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suivante:  Dans  un  ballon  de  5  1.  on  mit  en  suspension  le  sel  dans 
^/2  1.  d'eau  froide;  puis,  en  secouant  energiquement,  on  y  ajouta 
de  I'eau  bouillante,  jusqu'a  ce  que  presque  tout  fut  entre  en 
dissolution.  Ensuite  on  filtra  et  fit  entrer  le  reste  en  dissolution 
d'une  fagon  semblable.  Comme  un  echantillon  preleve  sur  la 
solution,  dont  le  volume  total  etait  de  5  a  6  1.,  ne  fournit  par 
refrigeration  qu'un  depot  insignifiant,  on  fit  evaporer  toute  la 
solution  au  bain-marie  jusqu'a  ce  qu'on  apergut  a  la  surface  une 
pellicule  a  demi  cristalline;  le  volume  etait  alors  d'environ  3  1. 

Apres  avoir  laisse  refroidir  lentement  a  Fair,  mais  en  agitant 
constamment,  on  eut  une  augmentation  du  depot  moitie  solide, 
moitie  huileux.  Alors  la  cristallisation  proprement  dite  commenga. 
En  ce  moment  on  transvasa  le  liquide  ainsi  que  les  cristaux  qui 
venaient  de  s'y  deposer,  dans  un  verre  a  pied  ou  la  cristallisation 
se  completa  du  jour  au  lendemain.  (La  masse  a  demi  liquide  et 
adherente  aux  parois  de  la  capsule,  constitue  la  fraction  B  du 
schema  p.  217).  Le  depot  fort  volumineux  qui  s'etait  forme,  pre- 
sentait  a  I'oeil  nu  I'aspect  d'ecailles  a  eclat  soyeux;  en  I'examinant 
au  microscope,  on  vit  qu'il  se  composait  de  prismes  bien  deve- 
loppes  longs  et  etroits,  souvent  obliquement  tronques.  On  les 
filtra  a  la  trompe  et  les  lava  trois  fois  a  I'eau  froide.  Desseche 
a  I'air,  le  sel  pesait  16  gr.  (fraction  A  du  schema  p.  217);  les  eaux 
mere  et  des  lavages  donnerent  la  fraction  C  (v.  le  schema  p.  217). 

En  partant  des  differentes  fractions,  on  prepara  et  analysa 
I'acide  ornithurique  comme  decrit  precedemment  pour  I'ornithurate 
droit  de  brucine  (v.  p.  211). 

2sr^369i  de  fraction  A  (dissous  dans  4  cc.  de  lessive  de  soude 
2.  normale  +  de  I'eau  jusqu'a  un  volume  de  20  cc.)  donnerent  une 
deviation^)  de  -r-  2^  8';  done  [gYd  =  -^  9^,00;  calcule  -^  9^,10. 
Apres  dilution  de  10  cc.  de  cette  solution  jusqu'a  un  volume  de  20  cc, 
la  deviation  etait  de  -j-  i^  10';  done  [a]])  =  -f-9^,85;  calcule  -h  9^,81. 

is'',6467  de  fraction  B  (dissous  dans  2'^'', 8  de  lessive  de  soude 
2  norm.  +  de  I'eau  jusqu'a  20  cc.)  donnerent  une  deviation  de 
-^  i^  33''^  [«]d  =  -^-9^4I;  calcule   -^- 9^50. 

1^^1582  de  fraction  C(2'^c,o  de  lessive  +  de  I'eau  jusqu'a  20  cc.) 
donnerent  une  deviation  de-^- 1^  6';  [a]D  =  -i-9^,50;  calcule  -7-9^,82. 

1^^1825  de  fraction  D  (2*^^,0  de  lessive  +  de  I'eau  a  20  cc.) 
donnerent  une  deviation  de  -f-  i  ^  3  '•,  [a]^  =  -f-  8^88;  calcule  -^-  9^,81. 

^^'>3^S9  de  fraction  E  (2*^^,2  de  lessive  +  de  I'eau  a  20  cc.) 
donnerent  une  deviation  de  -r-  57 ';  [a]  r°  =  -7-7^,22*,  calcule  -5-9^,70. 


^)  Dans  cet  essai  de  polarisation  comme  dans  tous  ceux  qui  precedent  et  suivent, 
on  s'est  servi  d'un  tube  de  2  decimetres  de  longueur;   temperature  20". 


(V 

u 

s 

3 

w 


fc 


00 

O 

M 

'"' 

M 

•^ 

o 

o 

l-m 

Tf 

OS 

c 
o 


4) 

-♦J 


c 
o 


OP 
73 

M 

c 

c 
c 

o 

4) 

73 

CO 

E 

o 


3 

cr 

S 

o 


3 
O 

WD 


-<3j    a 
a. 2 


as 

OS 


W 


a; 
u 

3 
tljO 

V5 

3 

cr 

3 


-o; 


ti    X 


3^  ^OJ      <U 


03 
C/3  - 

-a 

fajO 
C 


03 

4-> 

C 

'c 

O 

o 

3   . 


-o 


fcyo 
OS 


o3 
Q- 

'03 

3 

a 

O 


13 
-o 

bo 


3 


s 

3 

OS 

w 


U 


3 


W      03      3 

a*  s 

Q 


o 


,o 

<D 

^-H 

a 

c 

^ 

a; 

03 

^1-) 

VOJ 

C/3 

Ui 

v^ 

rt 

U 

Gh 

<u 

CO 

-  <: 


f^    o 
csT   *^   OS 


00     "-i 

00    00 

<N    o"  o' 

i-T  00 


OS 


O    c^ 

«-0  00 
»J-^  o''  o" 

un    On    OS 


pq  On  o*"  o*" 

cT    Os    On 


!-/">      I— I 

00    00 
o  "  o  " 

On    On 


VO    -Q   J2 


"H 

t^  . 

,^ 

^ 

2   o 

O        HM 

O        o'^ 

OS    OS 

•1-     -I- 

o      o 

o3     d 

'.      3 

• 

-^ 

.     -u 

•  *5 

(V 

o 

6 

OJ 

S 

rs 

OS 

i-l 

*o 

fajO 

_^03 

3 

uve 
cule 

T3 

(U 

2  "rt 

o 

o3 

-a 

3 

.2" 

+2    o 

•  ^-1 

'kd 

u 

o 

fc 

P^ 

.g 

^ 

2l8 

2 ^'',1532  de  fraction  F  (3 '^'^,6  de  lessive  +  de  I'eau  a  20  cc.) 
donn^rent  une  deviation  de  -f-  54';   [a]jy  =  -5-4^,18*,  calcule  -^  9^,20. 

II  ressort  du  schema  de  fractionnements  (p.  217)  que  meme 
le  depot  fourni  par  la  premiere  cristallisation  (34 ^■',2)  etait  une 
combinaison  gauche  presque  pure;  car,  par  recristalHsation  de  ce 
depot,  Feau-mere  meme  a  donne  un  acide  gauche  presque  pur. 
De  plus,  le  schema  montre  que  les  rendements  furent  comme  suit: 

a^   de  I'acide  ornithurique  gauche  completement  exempt 

d'acide  racemique  (fractions  A  et  B) lO^SS 

b^  de  I'acide  gauche  presque  exempt  d'acide  racemique 

(fraction  C) 5  §'',5 

c^   des  melanges  des  acides  racemique  et  gauche  (fraction 

D,  E  et  F) I4^S7 

Total    308"^, 7 
En  y  ajoutant 

I'acide  ornithurique  droit  obtenu  (17^'', i  +  7^'',S,  v.  p.  214)    24g'',9 

et  I'acide  obtenu  en  reunissant  toutes  sortes  de  restes  re- 

cueillis  au  cours  de  la  preparation 122^^2 

Ton  obtient  un  rendement  total  de    6ysr^s 
soit  environ  85  Vo  de  la  matiere  premiere  (80  gr.,  v.  p.  214). 

J'ajouterai  quelques  remarques  concernant  le  sel  de  cin- 
chonine  de  I'acide  ornithurique  gauche.  Nous  avons  vu 
dans  ce  qui  precede  que  ce  sel  se  dissout  assez  difficilement 
dans  I'eau,  meme  a  chaud;  il  est  tres  facilement  soluble  dans 
I'alcool,  meme  froid,  tandis  que  Tether  le  dissout  avec  peine. 

Le  sel,  seche  a  Fair,  renferme  pres  de  i  molecule  d'eau  de 
cristallisation,  qu'il  abandonne  assez  facilement  en  sejournant  dans 
le  vide  au-dessus  d'acide  sulfurique  concentre.  Place  sur  de  I'eau, 
il  I'absorbe  de  nouveau. 

I  g'',o247  du  sel  perdirent  dans  le  vide  sulfurique  pendant  96 
heures,  en  tout,  oS'',o227  (2,22^0;  la  theorie  exige  2,76^0  pour  i 
molecule  d'eau)-,  un  sejour  ulterieur  dans  le  vide  tant  au-dessus  de 
I'acide  sulfurique  concentre  qu'a  70^  ne  fit  pas  augmenter  la  perte. 
Place  dans  I'air  humide  jusqu'a  ce  que  le  poids  n'augmentat  plus,  le 
sel  absorba  og'^,0261  d'eau,  ce  qui  correspond  a  peu  de  chose  pres 
k  I   molecule  d'eau. 

Dans  un  dosage  d'apr^s  Dumas,  os'',2339  de  sel  deshydrate 
donnerent,  a  20^,2  et  sous  7 50 "'"^,8  de  pression,  18 '^'^,8  d'azote,  cor- 
respondant  k  9,02  ^/o  d'azote  (calcule  8,85  ^/o). 


219 

Le.  sel  deshydrate  fondit  nettement  a  154-155^  (corr.).  Le 
sel  hydrate  avait  a  peu  pres  la  meme  temperature  de  fusion; 
toutefois,  celle-ci  ne  put  etre  determinee  aussi  exactement  que 
dans  le  cas  du  sel  anhydre. 

3.    Acides  ornithuriques  droit  et  gauche. 

Pour  tous  les  essais  exposes  dans  ce  qui  va  suivre,  je  me 
suis  adresse  seulement  aux  acides  respectivement  droit  et  gauche 
completement  exempts  d'acide  racemique,  c'est-a-dire,  en  ce 
qui  concerne  I'acide  droit,  aux  i/^"",!  mentionnes  a  la  page  214, 
et  pour  I'acide  gauche  aux  ios^,5  indiques  a  la  page  218.  Avant 
de  m'en  servir,  je  les  ai  fait  recristalliser  I'un  et  I'autre  dans  de 
I'alcool  absolu. 

On  fit  dissoudre  15  ^'',4  d'acide  ornithurique  droit  dans  180  -f- 
15  +  15  cc.  d'alcool  absolu  chaud.  On  separa,  par  filtration  de 
la  solution,  quelques  rares  flocons.  Agitee  ensuite,  la  liqueur 
laissa  tomber,  avant  meme  qu'elle  fut  refroidie,  un  depot  abondant 
et  volumineux  qui,  sous  le  microscope,  affectait  exclusivement 
la  forme  de  cristaux  aciculaires.  Apres  repos  jusqu'au  lende- 
main,  on  filtra  a  la  trompe,  lava  le  depot  3  fois  a  I'alcool  absolu, 
et  enfin  on  le  dessecha  a  I'air. 

Rendement  en  acide  ornithurique  droit  pur:   I2g'',6. 

En  operant  d'une  maniere  semblable,  on  obtint,  a  partir  de 
8  ^^,6  d'acide  gauche  brut  et  en  recristallisant  dans  I'alcool  absolu, 
6s''^8  d'acide  ornithurique  gauche  pur  presentant  exactement  le 
meme  aspect  que  le  compose  droit. 

Abstraction  faite  du  signe  du  pouvoir  rotatoire,  les  acides 
ornithuriques  droit  et  gauche  se  comportaient  d'une  maniere  tout 
a  fait  identique.  Entre  les  acides  optiquement  actifs  et  I'acide 
racemique,  tous  les  trois  a  I'etat  libre,  il  fut  egalement  impossible 
de  decouvrir  des  differences  considerables:  comme  on  va  le  voir, 
il  ne  s'en  produisit  que  dans  les  produits  de  transformation  et 
dans  les  sels.  Toutefois,  entre  les  acides  libres  optiquement  actifs 
et  I'acide  racemique  libre,  je  vais  signaler  ici  quelques  diver- 
gences, peu  importantes,  il  est  vrai,  mais  qui  se  manifestaient 
toujours  d'une  fagon  constante. 

J'ai  montre  dans  une  etude  anterieure^)  qu'a  I'etat  brut 
I'acide   racemique   seche   a   I'air   ne   perdit   que   tres   peu    de  son 


^)    Ces  memes  Comptes-rendus  6,  47  (au  bas  de  la  page)  (1902). 
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poids  dans  le  vide  a  120^,  alors  que  les  produits  recristallises 
dans  I'alcool,  puis  seches  a  Fair,  perdirent  ^/2  a  1^/2^/0  de  leur 
poids  lorsqu'on  leur  fit  subir  une  dessiccation  dans  le  vide  a  120^. 
D'un  autre  cote,  pour  les  acides  ornithuriques  optiquement  actifs, 
c'etait  I'inverse:  seches  a  I'air,  les  acides  bruts,  c'est-a-dire  ceux 
precipites  en  milieu  alcalin  par  un  exces  d'acide  chlorhydrique, 
perdirent  toujours,  dans  le  vide  a  80^,  des  quantites  d'un  poids 
appreciable  (0,1  a  0,4  ^/o),  tandis  que  la  diminution  de  poids 
correspondante  des  acides  optiquement  actifs  recristallises  dans 
I'alcool  ne  depassait  jamais  0,05  ^/o. 

Les  acides  ornithuriques  sont  presque  insolubles  dans  I'eau 
froide  et  tres  difficilement  solubles  dans  I'eau  chaude.  On  traita 
pendant  deux  a  trois  heures,  en  agitant  a  diverses  reprises,  o-"",  i 
d'acide  ornithurique  droit  avec  20  cc.  d'eau  dans  une  eprouvette 
placee  dans  de  I'eau  bouillante.  Filtree  rapidement  a  chaud,  la 
solution  laissa  tomber  presque  instantanement  un  beau 
depot  cristallin  tres  volumineux,  constitue  d'acide  ornithurique 
droit  vu  au  microscope .  il  presentait  exclusivement  de  longues 
aiguilles  aplaties.  II  en  fut  de  meme  pour  I'acide  ornithurique 
gauche;  mais  I'acide  ornithurique  racemique  se  deposait  beau- 
coup  plus  lentement;  aussi  son  depot  etait-il  moins  volu- 
mineux et  presentait  au  microscope  des  aiguilles  plus  courtes  et 
plus  larges. 

L'acide  ornithurique  droit  fondit  a  188-189^  (corr,),  I'acide 
ornithurique  gauche  a  189^  (corr.),  tandis  que  I'acide  ornithurique 
naturel  fond  d'apres  Jaffe^)  vers  182^  (non  corr.),  suivant  Schulze 
et  Winterstein^)  vers  184^;  I'acide  ornithurique  racemique  est 
fusible  entre   187  et  188^  (corr.)^). 

On  constata  que  la  rotation  specifique  ([oId)  du  sel  sodique 
de  I'acide  ornithurique  droit  en  solution  faiblement  alcaline  est  de 

+  8^,50  (la  solution  contenait  environ  20  ^/o  d'acide  orni- 
thurique), 

H-  9^29  (la  solution  contenait  env.  loVo  d'acide  ornithurique)  et 

-f-  9^95  (la  solution  contenait  env.  5  Vo  d'acide  ornithurique). 

La  rotation  specifique  depend  done  jusqu'a  un  certain  degre 
de  la  concentration  de  la  solution. 


^)  Ber.  d.  deutsch.  chem.  Ges.  10,    1927  (1877). 
^)  Zeitschr.  physiol.  Chem.  26,  4  (1898). 

^)  E.Fischer:  Ber.  d.  deutsch.  chem.  Ges.  34,  463  (1901),  etS.  P.  L.  Sorensen: 
Ces  Comptes-rendus  6,  46  (1902). 


221 

Pour  le  sel  sodique  de  I'acide  ornithurique  gauche,  on 
trouva  dans  les  memes  conditions: 

-f-  9^,22  (la  solution  contenait  env.  lO  Vo  d'acide  ornithurique). 

Enfin,  le  sel  potassique  de  I'acide  ornithurique  droit  donna 
en  solution  legerement  alcaline 

+  8^,87  (la  solution  contenait  env.  10  ^/o  d'acide  ornithurique). 

Le  sel  potassique  a  done  un  pouvoir  rotatoire  moindre  que 
celui  du  sel  sodique. 

La  seule  determination  publiee  jusqu'a  ce  jour  du  pouvoir 
rotatoire  de  I'acide  ornithurique  naturel  est  due  a  E.Fischer, 
qui  a  examine  une  des  preparations  de  Jaffe.  Fischer^)  a 
constate  que  la  rotation  specifique  du  sel  potassique  en  solu- 
tion legerement  alcaline  est  de  +  7^85-  (la  solution  contenait 
environ  10  Vo  d'acide  ornithurique).  Le  chiffre  est  beaucoup  plus 
has  que  celui  que  je  viens  d'indiquer.  J'ai  lieu  de  croire  que 
cette  divergence  est  due  a  une  teneur  en  acide  ornithurique 
racemique  dans  la  preparation  examinee  par  Fischer;  car,  vu 
I'accord,  presque  complet  sous  tous  les  autres  rapports,  de  I'acide 
ornithurique  naturel  avec  I'acide  ornithurique  droit  synthetique- 
ment  prepare,  la  constitution  de  I'acide  ornithurique  naturel  ne 
pent  guere  faire  de  doute. 

4^^0192  d'acide  ornithurique  droit  pur  (dissous  dans  6^^,5  de 
lessive  de  soude  2.  normale  +  d'eau  jusqu'a  20  cc.)  provoquerent  une 
deviation 2)  de  +  3^  25'.    [a]]^  =  +  8^5o. 

On  dilua  d'eau  10  cc.  de  cette  solution  jusqu'a  un  volume  de 
20  cc.    La  rotation  fut  alors  +  1^52'   [a]\)  =  +  9^,29. 

10  cc.  de  cette  derniere  solution  furent  etendus  d'eau  jusqu'a 
20  cc.    La  rotation  fut  alors  +1^.   [a]]^  =  +  9^,95. 

2 §'',0598  d'acide  ornithurique  gauche  pur  (dissous  dans  s^"^,^  de 
lessive  +  d'eau  jusqu'a  20  cc.)  donnerent  une  deviation  de  -^  1^,54'. 
[a]y  =  -9^22. 

2g'^,o296  d'acide  ornithurique  droit  pur  (dissous  dans  3*^*^,3  de 
solution  d'hydroxyde  de  potassium  2.  normale  +  d'eau  jusqu'a  20^) 
donnerent  une  deviation  de  -f-  i  ^48'.    [aj^  —  +  8^  87. 

o^',i57i  d'acide  ornithurique  droit  pur  donnerent  oS'^j^S^S  d'acide 
carbonique  (66,94^0  decarbone)et  oS',0855  d'eau  (6,09%  d'hydrogene). 

0^^167 1  d'acide  ornithurique  gauche  pur  donnerent  08^,4114 
d'acide  carbonique  (67,14^/0  de  carbone)  et  oS'',o9i9  d'eau  (6,15% 
d'hydrogene). 

os'^,1546  d'acide  ornithurique  droit  pur  donnerent,  dans  un  do- 
sage d'azote  par  la  methode  Kjeldahl,  une  quantite  d'ammoniacjue 
correspondant  a  12^=^65  de  solution  d'hyposulfite  "/i4,04  (8,18^0  d'azote). 


^)  Ber.  d.  deutsch.  chem.  Ges.  34,  456  (1901). 

^)  V.  la  note  a  la  p .  2l6. 

15 


222 


osr^l42  6  d'acide  ornithurique  gauche  pur  donnerent  une  quantite 
d'ammoniaque  correspondant  a  1 1  '^'^,75  de  solution  d'hyposulfite  (8,24^/0 
d'azote. 

Calcule  Trouve 


Acide 

ornithurique 

droit 

gauche 

'-I  9 

228,00 

67,01 

66,94 

67,14 

H20 

20,16 

5,93 

6,09 

6,15 

O4 

64,00 

18,81 

N, 

28,08 

8,25 

8,18 

8,24 

340,24       100,00 

4.    Ornithurates  droit  et  gauche  de  chaux.' 

En  appliquant  le  mode  d'obtention  de  I'acide  ornithurique 
racemique,  procede  decrit  anterieurement^),  on  prepara  les  sels 
de  calcium  a  partir  de  ^/2oo  mol.-gr.  (IS^7)  respectivement  d'acide 
ornithurique  droit  et  d'acide  ornithurique  gauche.  Dans  I'un  et 
I'autre  cas  les  sels  de  calcium  se  precipitaient  sous  la  forme  de 
depots  blancs  caseeux  apparaissant  au  microscope  comme  des 
agglomerations  d'aiguilles  extremement  minces  (tandis  que 
les  cristaux  du  sel  calcaire  de  I'acide  racemique  affectent  des 
formes  lamellees).  On  obtint,  dans  I'un  et  I'autre  cas,  un  ren- 
dement  de  i  §',6  de  sel  seche  a  I'air  qui,  de  meme  que  le  sel 
calcaire  de  I'acide  naturel  et  contrairement  au  sel  calcaire  de  I'acide 
racemique,  ne  renfermait  pas  d'eau  de  cristallisation. 

o§^'',83o8  d'ornithurate  droit  de  chaux,  seches  a  I'air,  puis  aban- 
donnes  dans  le  vide  sulfurique,  ne  perdirent  du  jour  au  lendemain 
que  osr^oooB,  et  ensuite,  meme  en  dessechant  pendant  deux  jours 
consecutifs  dans  le  vide  a  120^,  il  n'y  eut  pas  diminution  de  poids^). 
—  II  en  fut  de  meme  pour  I'ornithurate  gauche  de  chaux. 

Pour  les  analyses  suivantes  on  employait  les  sels  calcaires  apr^s 
dessiccation  dans  le  vide  sulfurique. 

0^^,1891  d'ornithurate  droit  de  chaux  donnerent  oS'',4384  d'acide 
carbonique  (63,23  ^/odecarbone)et  0^^0950  d'eau  (5,62^/0  d'hydrogene). 

o^'',2  2oi  d'ornithurate  gauche  de  chaux  donnerent  oS'^,5104 
d'acide  carbonique  (63,24^/0  de  carbone)  et  oS"",!!©©  d'eau  (5,59^/0 
d'hydrogene). 

02^2112  d'ornithurate  droit  de  chaux  fournirent  une  quantite 
d'ammoniaque  correspondant  a  16^'^,^^  de  solution  d'hyposulfite  (7,74^/0 
d'azote). 

oS'^,1726  d'ornithurate  gauche  de  chaux  fournirent  une  quantite 
d'ammoniaque  correspondant  a  13^^,35  de  solution  d'hyposulfite  (7,73^0 
d'azote). 

^)  Ces  memes  Comptes-rendus  6,   49  (1902). 

^)  Comp.,  pour  le  sel  calcaire  de  I'acide  racemique,   I'endroit  cite,  p.  50 — 52. 


223 
Calcule  Trouve 


Corr 

ipose 

droit 

gauche 

^38 

456,00 

63,46 

63,23 

63,24 

H38 

38,30 

5-33 

5,62 

5,59 

Os 

128,00 

17,81 

N4 

56,16 

7,82 

7,74 

i.n 

Ca 

40,10 

5,58 

718,56         100,00 

5.    Ornithines  monobenzoyliques  droite  et  gauche. 

En  suivant  le  meme  precede  que  celui  employe  pour  I'acide 
ornithurique  racemique^),  on  prepara  les  ornithines  monobenzoyli- 
ques a  partir  respectivement  de  ^/so  mol.-gr.  (4^*^,25)  d'acide  or- 
nithurique droit  et  de  ^/loo  mol.-gr.  (3  "',4)  d'acide  ornithurique 
gauche.  Toutefois,  pour  neutraliser  I'acide  chlorhydrique,  on  n'a 
pas  employe  I'eau  ammoniacale,  mais  une  solution  d'hydroxyde 
de  sodium,  parce  que  I'eau-mere  des  ornithines  monobenzoyliques 
devait  servir  a  la  preparation  des  combinaisons  d'isocyanate  de 
phenyle   et,  partant,  ne  devait  pas  contenir  d'ammoniaque. 

Les  deux  ornithines  monobenzoyliques  droite  et  gauche  se 
deposerent  sous  la  forme  de  precipites  blancs  caseeux  presen- 
tant  au  microscope  des  agglomerations  de  fines  aiguilles  extreme- 
ment  minces;  une  nouvelle  cristallisation  dans  de  I'eau  fit  preci- 
piter  de  nouveau  ces  composes  sans  en  changer  I'aspect. 

Le  rendement  en  compose  dr.  recristallise  fut  seulement  de  o^'^,34 
—  -  —  g.  —  -  —  -     0^*^,22 

Les  composes  optiquement  actifs  cristallisent  done  sous  forme 
de  fines  aiguilles,  exactement  comme  indique  par  Jaffe^) 
et  par  Schulze  et  Winters tein^)  relativement  au  compose 
monobenzoylique  de  I'ornithine  naturelle,  tandis  que  I'ornithine 
monobenzoylique  cristallise  en  lamelles*).  Conformement  a 
cela,  os'',04  de  compose  dr.  +  os'',04  de  compose  g. ,  dissous 
dans  2  cc.  d'eau  chaude,  puis  refroidis,  fournirent  la  combinai- 
son    racemique   en   quantite   abondante,    sous   la   forme    d'un  joli 


^)  Ces  memes  Comptes-rendus  6.    52  (1902). 
^)  Ber.  d.  deutsch.  chem.  Ges.  ii,   408  (1878). 
^)  Zeitschr.  physiol.  Chem.  26,   5   (1898). 

*)  E.  Fischer:   Ber.  d.  deutsch.  chein.  (^es.  34,  463  (i90i\   et  S.  P.  L.  Soren 
sen:   I'endroit  cite. 
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precipite  presentant  meme  a  I'oeil  nu  de  beaux  feuillets  cristallins, 
qui  sous  le  microscope  affectaient  tous  la  forme  de  lamelles  qua- 
drilateres  et  hexagonales  bien  developpees. 

Le  point  de  fusion  de  ces  composes  ne  pent  pas  etre  de- 
termine avec  exactitude;  les  deux  formes  optiquement  actives 
noircirent  a  225-230^,  puis  suinterent  a  235-240^,  pour  entrer  en 
fusion  complete,  avec  degagement  d'air,  un  peu  au-dessus  de 
240^  (corr.),  ce  qui  concorde  assez  bien  avec  les  indications  re- 
latives au  point  de  fusion  de  la  combinaison  monobenzoylique 
de  I'ornithine  naturelle  (Jaffe:  225  a  230^;  Schulze  et  Winter- 
stein:  225  a  240*^).  La  combinaison  racemique  obtenue  par  re- 
cristallisation  de  parties  egales  des  deux  formes  optiquement  ac- 
tives, presentait  un  point  de  fusion  un  peu  plus  eleve:  car  elle 
ne  suinta  qu'a  240  a  245  ^,  puis  fondit  completement  avec  de- 
gagement  gazeux,  a  250  ou  251^  (corr.);  pour  le  compose  race- 
mique pur  recristallise,  j'ai  anterieurement  trouve  le  point  de  fu- 
sion 255-260*^  (corr.). 

o§'^,o693  d'ornithine  droite  monobenzoylee  fournirent  una  quantite 
d'ammoniaque  correspondant  a  8^^^, 10  d'hyposulfite  (11,69^0  d'azote; 
calcule   ii,8gVo). 

osr,o955  d'ornithine  gauche  monobenzoylee  donnerent  una  quan- 
tite d'ammoniaque  correspondant  a  ii'^^,4o  de  solution  d'hyposulfite 
(11,94%  d'azota). 

Las  preparations  sechees  a  I'air  na  perdirant  rien  da  laur  poids 
par  dassiccation  dans  la  vide  a  70^. 

6.   Combinaisons  d'isocyanate  de  phenyle  et  d'hydantoine  des  ornithines 

droite  et  gauche. 

a.  Combinaisons  d'isocyanate  de  phenyle.  Pour  pre- 
parer ces  composes,  on  se  servit  de  I'eau-mere  des  ornithines 
monobenzoylees,  qu'on  fit  evaporer  au  bain-marie,  puis  traita  par 
I'acide  chlorhydrique  concentre,  tout  a  fait  de  la  meme  maniere 
que  decrit  anterieurement^)  pour  la  combinaison  racemique.  Apres 
avoir  elimine  au  moyen  d'ether  la  derniere  trace  d'acide  benzoi- 
que,  on  fit  subir  a  la  matiere  le  meme  traitement  qu'  anterieure- 
ment indique,  c'est-a-dire  par  I'hydroxyde  de  sodium  et  par  I'iso- 
cyanate  de  phenyle;  puis  on  fit  precipiter  par  une  legere  sursatura- 
tion  d'acide  chlorhydrique.  Le  compose  racemique  se  deposa  alors 
sous  forme  d'un  precipite  blanc,  caseeux,  microcristallin^),  tandis  que 


*)  Ces  memes  Comptes-rendus  6,   54  (1902). 
^)  A  I'endroit  cite,   p.  55. 
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les  formes  optiquement  actives  donnerent  des  precipites  blancs,  pres- 
que  gelatineux,  tres  volumineux,  et  dont  I'aspect  microscopique 
etait  tout  a  fait  amorphe.  Cependant,  abandonnes  jusqu'au  lende- 
main  avec  I'eau-mere  legerement  chlorhydrique,  les  precipites  subi- 
rent  des  changements  considerables,  diminuant  beaucoup  de  volume 
et  prenant  une  consistance  plutot  caseeuse;  vus  au  microscope,  lis 
offraient  maintenant  des  agregats  de  cristaux  acicul aires.  Apres 
les  avoir  filtres  a  la  trompe,  on  priva  les  precipites  de  leur  chlore 
en  les  lavant  a  I'eau  froide;  enfin  on  les  dessecha  a  I'air. 

Le  compose  droit  fournit 3,5   gr. 

—         gauche  —     2,9    - 

ce  qui  dans  les  deux  cas,  en  tenant  compte  des  ornithines  mono- 
benzoylees  deja  obtenues,  se  monte  a  plus  de  85  ^/o  du  calcul. 

Le  compose  d'isocyanate  de  phenyle  racemique  peut  aise- 
ment  se  recristalliser  dans  I'alcool  a  40%,  d'oii  il  se  depose  sous 
forme  de  jolies  lamelles  cristallines  ^).  II  n'en  est  pas  de 
meme  pour  les  combinaisons  optiquement  actives,  qui  ne  don- 
nent  qu'une  precipitation  de  masses  gelatineuses. 

oS'',2  du  compose  droit  se  sont  dissous  a  limpidite  dans  15  cc. 
d'alcool  a  40  Vo  portes  au  bain-marie.  Apres  refroidissement ,  puis 
deux  ou  trois  heures  de  repos,  avec  des  agitations  frequentes,  le  com- 
pose droit  commenga  a  se  deposer  de  nouveau  en  une  masse  gela- 
tineuse  et  presque  limpide  comme  I'eau.  Meme  apres  deux  jours, 
pendant  lesquels  on  agitait  assez  frequemment,  toute  la  masse  formait 
une  gelee  a  peu  pres  figee  et  dans  laquelle  le  microscope  revela  a 
peine  un  commencement  de  cristallisation. 

os%2  du  compose  gauche,  dissous  dans  15  cc.  d'alcool  a  40^/0, 
se  comportaient  de  la  meme  maniere. 

En  chauffant  ulterieurement  au  bain-marie,  on  fit  redissoudre  les 
deux  composes  droit  et  gauche.  On  fit  des  deux  solutions  limpides 
un  melange,  dont  le  compose  racemique  commenga  a  se  deposer 
avant  meme  que  le  liquide  fut  refroidi.  Le  depot  blanc  compose  de 
beaux  cristaux,  presentait  au  microscope  une  agregation  de  lamelles 
ressemblant  a  celles  qu'avait  donne  anterieurement  le  compose  race- 
mique.    Le  rendement  en  compose  rac.  etait  de  oS'',32. 

Nous  avons  done  constate  que  les  combinaisons  d'isocyanate 
de  phenyle  des  formes  optiquement  actives  se  cristallisent  tres 
difficilement,  tout  comme  R.  O.  Herzog-)  I'a  constate  dans  le 
cas  des  combinaisons  preparees    par  lui  a  partir  des  ornithine  et 


^)  A  I'endroit  cite,  p.  56. 

2)  Zeitschr.  physiol.  Chem.   34,    525   (1902). 
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lysine  naturelles.  J'ai  pu  confirmer  anterieurement^)  I'indication 
de  Herzog  en  ce  qui  concerne  la  lysine  naturelle.  En  meme 
temps  j'ai  demontre  que  les  ornithine  et  lysine  racemiques  four- 
nissent  des  composes  d'isocyanate  de  phenyle  facilement  cristal- 
lisables  et,  conformement,  C.  Neuberg  et  M.  Silbermann^) 
ont  signale  ce  fait  que  la  combinaison  d'isocyanate  de  phenyle 
de  I'acide  a-/i-diaminopropionique  rac.  est  un  compose  facilement 
cristallisable.  En  consequence,  il  semble  que  tous  les 
acides  diaminocarboniques  se  comportent  de  cette 
maniere. 

Les  combinaisons  d'isocyanate  de  phenyle  brutes  des  formes 
optiquement  actives,  n'etaient  pas  tout  a  fait  pures;  car  meme 
apres  dessiccation  dans  le  vide  a  70^,  operation  qui  leur  fit  per- 
dre  0,3  a  0,4^0  de  leur  poids,  on  trouva  une  teneur  en  azote 
inferieure  aux  15,16%  indiques  par  le  calcul,  a  savoir  pour  le 
compose  droit  14,67%,  pour  le  compose  gauche  14,80^/0.  Par 
contre,  les  o^'^,32  (voir  plus  haut)  de  compose  racemique  obtenus 
par  recristallisation  de  parties  egales  des  deux  formes  optique- 
ment actives,  etaient  parfaitement  purs;  ils  accusaient  une  teneur 
en  azote  de  15,06%,  et  leur  point  de  fusion  etait  compris  entre 
189  et   190^  (corr.)^). 

0^^,1036  fournirent  une  quantite  d'ammoniaque  correspondant  a 
i5'^^,6o  de  solution  d'hyposulfite  (15,06*^/0  d'azote). 

b.  Combinaisons  d'hydantoine.  En  operant  tout  a 
fait  comme  decrit  anterieurement*)  pour  la  combinaison  racemi- 
que, on  prepara  les  combinaisons  d'hydantoine  optiquement  ac- 
tives a  partir  de  2  gr.  de  compose  droit  d'isocyanate  de  p^henyle 
et  d'une  meme  quantite  du  compose  gauche  correspondant.  On 
obtint  I  ^'■,65  du  compose  d'hydantoine  droit  et  ig'^,6o  du  com- 
pose gauche,  sous  forme  de  depots  caseeux  blancs,  presentant 
au  microscope  des  masses  microcristallines,  entremelees  de  quel- 
ques  rares  cristaux  nettement  aciculaires.  Les  composes  d'hydan- 
toine bruts  n'etaient  pas  tout  a  fait  purs:  le  compose  droit,  dont 
le  point  de  fusion  etait  compris  entre  190  et  191^  (corr.),  accusait 
une  teneur  en  azote  de  15,59^/0  (le  calcul  avait  indique  15,94%), 


^)  Ces  memes  Comptes-rendus,   6,   pages   55,   58  et  61    (1902). 
*)  Ber.  d.  deutsch.  chem.  Ges.  37,   344  (1904). 
^)  Ces  memes  Comptes-rendus,   6,   56  (1902). 
•*)  Ibid.   6,   56  (1902). 
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tandis  que  celle  de  I'autre  compose,  fusible  a  191^  (corr.)  etait 
de  15,77^/0.  lis  se  recristalliserent  tous  deux  dans  I'alcool  ab- 
solu  chaud;  refroidis  ensuite,  ils  se  precipiterent  a  I'etat  pur  sous 
la  forme  de  depots  blancs  volumineux,  ou  le  microscope  revela 
I'existence  de  faisceaux  d'aiguilles  enchevetrees,  tres  fines  et  tres 
minces.  Selon  R.  O.  Herzog  ^),  le  compose  d'hydantoine  obtenu 
a  partir  de  I'ornithine  naturelle  offre  le  meme  aspect.  Les  points 
de  fusion  des  formes  racemiques  et  de  celles  optiquement  ac- 
tives sont  tres  rapproches  Tun  de  I'autre:  pour  celle  preparee  au 
moyen  de  I'ornithine  naturelle,  Herzog  indique  191  a  192^ 
(non  corr.);  ayant  anterieurement  trouve  celui  de  la  combinaison 
rac.  pure:  194-195^  (corr.),  j'ai  maintenant  constate  que  le  compose 
droit  pur  fond  a  194-195^  (corr.),  le  compose  gauche  pur  a  195- 
196^  (corr.). 

Seches  dans  le  vide  a  70^,  les  composes  purs  ne  perdirent 
lien  de  leur  poids.  lis  accusaient  une  teneur  en  azote  de  15,92^/0 
(le  compose  dr.)  et  de  15,81%  (le  compose  g.);  la  theorie  avait 
donne   15,94%. 

o&'',i2  94  du  compose  droit  d'hydantoine  fournirent  une  quan- 
tite  d'ammoniaque  correspondant  a  20^^,60  de  solution  d'hyposulfite 
{15,92  ^/o  d'azote). 

o^SiSoo  du  compose  gauche  donnerent  une  quantite  d'ammonia- 
que correspondant  a  28  "=^,46  de  solution  d'hyposulfite  (15,81%  d'azote). 


II  resulte  de  ce  qui  precede  que  I'acide  ornithurique  naturel 
pur  se  comporte  tout  a  fait  comme  I'acide  a-(5-dibenzoyle-diamino- 
valerique  droit  (laissant  de  cote  le  peu  de  difference  de  rotation 
specifique,  p.  221).  Les  deux  acides  doivent  done  etre  consi- 
deres  comme  identiques. 

Abstraction  faite  du  pouvoir  rotatoire,  les  differences  les  plus 
essentielles  entre  I'acide  ornithurique  racemique,  d'une  part  et, 
de  I'autre,  les  formes  optiquement  actives,  peuvent  se  resumer 
comme  suit: 

i^  Le  sel  calcaire  de  I'acide  ornithurique  racemi- 
que cristallise  en  formes  lamellees  renfermant  i  mole- 
cule d'eau  de  cristallisation  par  atome  de  calcium;  les 
sels  calcaires  des  formes  optiquement  actives  cristal- 
lisent  en  aiguilles  et  ne  ren ferment  pas  d'eau  de  cri- 
stallisation. 

^)  A  I'endroit  cite. 


228 

2^  Le  derive  monobenzoyle  de  I'ornithine  racemi- 
que  cristallise  en  lamelles,  tandis  que  les  combinai- 
sons  optiquement  actives  correspondantes  cristallisent 
en  aiguilles;  le  point  de  fusion  de  ces  dernieres  est 
nettement  inferieur  a  celui  du  compose  racemique. 

3^  La  combinaison  d'isocyanate  de  phenyle  de  I'or- 
nithine racemique  cristallise  facilement  en  formes  la- 
mellees,  tandis  que  les  combinaisons  optiquement  ac- 
tives correspondantes  ne  cristallisent  que  difficile- 
ment  et  en  aiguilles. 

En  mars  iQoj. 
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ON  THE  PROTEINE  SUBSTANCES  OF  BARLEY, 

IN  THE  GRAIN  ITSELF 

AND  DURING  THE  BREWING  PROCESSES. 


BY 

H.  SCHJERNING. 


A  good  many  years  have  elapsed  since  I  conceived  the  idea 
of  setting  on  foot  a  series  of  investigations  with  the  object 
of  studying,  from  a  quantitative  point  of  view,  the  appearance 
—  formation  and  transformation  —  of  the  so-called  proteine  sub- 
stances during  the  series  of  processes  going  on  from  the  for- 
mation of  the  barley  corn  on  the  mother-plant  till  its  ultimate 
transformation  into  finished  and  ready  stored  beer. 

It  is  true  that  in  its  broad  features  this  series  of  transforma- 
tions are  pretty  well  known,  since  the  doctrine  of  the  change  of 
matter  in  plants,  on  the  one  hand,  and,  on  the  other,  our  actual 
knowledge  of  the  action  of  enzymes  may  help  us  to  form  a  no- 
tion of  the  direction  which  the  transformation  of  proteids  will 
take  at  almost  any  point  of  the  course  of  developments  and  con- 
versions alluded  to.  But  as  regards  the  quantitative  aspect  of 
the  processes  in  question,  the  case  is  quite  different:  of  these 
we  know  next  to  nothing,  at  any  rate  as  far  as  the  proteids  pro- 
perly so  called  are  concerned. 

From  the  preliminary  experiments  inaugurated  by  me  in  the 
year  1892  it  became  evident,  however,  that  the  time  for  institu- 
ting researches  of  this  kind  was  not  yet  come,  for  the  simple 
reason  that  the  analytical  methods,  current  or  known  at  that 
time,  for  the  separation  of  the  different  proteine  individuals  or 
groups  of  proteids  had  not  yet  been  sufficiently  tested  —  either 
in  point  of  quantitative  accuracy  or  in  regard  to  the  relations 
between  individual  precipitations  —  and,  consequently,  could 
not  be    relied    upon   in    researches   of  the   kind  here  referred  to. 

16 
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It  was  this  negative  result  which,  in  subsequent  years,  led 
me  to  set  to  work  with  the  task  of  submitting  the  quantitative 
precipitation  of  proteine  substances  to  a  thorough  and  compre- 
hensive investigation,  with  a  view  to  subsequently  devising,  on 
the  basis  of  the  results  arrived  at,  a  method  enabling  me  to  de- 
termine with  quantitative  exactness  —  within  reasonable  limits, 
of  course  —  the  amounts  of  the  various  proteids  or  groups  of 
proteids  co-existing  in  a  solution.  The  results  of  these  researches, 
which  I  published  in  a  series  of  short  memoirs^),  showed  that  a 
quantitative  analytical  determination  of  the  proteine  substances 
is  really  possible,  providing  we  make  constantly  use  of  certain 
definite  precipitants  of  proteids  which  not  only  exhibit  constant 
conditions  of  precipitation  towards  the  same  proteids,  even  if 
these  are  derived  from  different  sources,  but  also  bear  the  same 
relation  to  one  another.  As  for  the  analytical  method  itself,  I 
described  it  in  a  separate  short  memoir^). 

On  the  basis  of  this  method  I  believe  it  to  be  possible  to 
estimate  the  amounts  of  one  or  two  real  albumins^),  further  of 
denuclein,  proteoses  or  albumoses,  real  peptones,  and,  as  a  diffe- 
rential estimation,  all  non-proteine  nitrogenous  substances,  that 
is,  ammonia  and  the  amine-amid  combinations.  Thus  the  way 
had  been  prepared  for  an  experimental  investigation  into  the 
problem,  and  I  felt  warranted  in  hoping  to  gain  an  insight 
into  some  at  least  of  those  many  open  questions  which  we  meet 
with  in  this  field  of  inquiry. 

It  was  at  once  clear  before  me  that  a  considerable  amount 
of  experimental  materials  had  to  be  procured  before  there  could 
be  any  question  of  obtaining  positive  results.  For  this  reason 
the  problem  was  in  the  outset  planned  and  divided  under  the 
following  three  sections:  — 

I.  Formation   and   transformation   of  proteine   substances   during 

the  growth,  ripening  and  storage  of  barley. 
II.  Conversion  of  proteine  substances  during  malting  and  storage 
of  malt. 


1)  Zeitschr.  f.  analyt.  Ch.  33,  263  (1894);  34,  135  (1895);  35,  285  (1896}; 
36,  643  (1897);  37,  73  (1898);  39,  545  (1900). 

3)  Ibid.  37,  413  (1898). 

^)  In  order  not  to  prejudge  any  part  of  the  question,  I  have  used  the  designa- 
tions  » Albumin  I«   and   » Albumin  II «   throughout. 
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III.  Conversion  of  proteine  substances  during  the  series  of  pro- 
cesses going  on  in  the  preparation  of  wort  and  its  further 
transformation  into  ready-stored  beer. 

In  all  three  sections  I  have  endeavoured  to  carry  out  the 
experiments  and  make  the  calculations  in  such  a  manner  that 
all  the  results  admit  of  being  re-calculated  on  a  determinate  funda- 
mental unity.  Further  details  will  be  given  when  we  come  to 
describe  the  modes  of  working  used  in  each  section. 


FIRST  SECTION. 

On  the  Formation  and  Transformation  of  Proteine  Substances 
during  the  Growth,  Ripening  and  Storage  of  Barley. 


1.    Introduction. 

The  question  relating  to  the  occurrence  of  nitrogenous  or- 
ganic matters  in  the  cereals,  and  more  especially  in  barley,  has 
for  a  long  time  past  played  a  prominent  part  in  both  professional 
and  scientific  literature,  and  still,  after  all,  it  cannot  be  claimed 
that,  in  any  essential  particular,  it  has  led  to  what  might  be 
properly  called  a  scientifically  established  settlement.  The  reason 
why  it  is  so  is  not  difficult  to  find,  if  1  am  justified  in  asserting 
that  the  foundation  of  such  a  better  insight  was  never  yet  laid. 
In  order  to  get  at  the  bottom  of  the  matter,  it  will  be  necessary 
for  us  to  have  at  our  command  some  analytical  methods  enabling 
us  to  follow,  step  by  step,  the  transformation,  of  course  quanti- 
tatively, of  each  proteine  substance.  As,'  in  my  opinion,  the 
quantitative  method  referred  to  above  offers  a  considerable 
amount  of  precision  in  this  respect,  it  follows  that  the  task  does 
not  any  longer  appear  to  be  a  hopeless  one. 

If  we  look  at  the  results  hitherto  gained,  it  at  once  be- 
comes conspicuous  that,  whenever  there  is  a  question  ot  the 
nitrogenous  organic  substances  contained  in  barley  —  and  more 
especially  in  malting  barley  — ,  it  is  almost  always  the  total 
amount  of  nitrogen  that  is  referred  to,  just  as  if  this  one  factor 
could    settle   the  whole    matter.     It    is    only   quite    exceptionally 
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that  the  view  has  been  advanced  that  there  is  also  a  quahtative 
or,  to  put  it  more  exactly,  a  qualitative-quantitative  aspect  of 
the  question  which  requires  careful  consideration.  Still,  it  is  by 
no  means  unimaginable  that  it  is  in  this  particular  direction 
that  we  have  to  look  for  the  solution  of  the  problem. 

We  cannot  here  undertake  to  give  a  detailed  summary  of 
the  —  one  is  tempted  to  say  crowding  —  literature  which  deals 
with  the  problem  as  to  the  nitrogenous  matter  of  malting  barley 
and  the  allied  questions.  Such  a  survey  would,  as  far  as  I  can 
see,  carry  us  too  far  into  the  purely  bibliographical  field,  and, 
moreover,  would  not  much  advance  the  solution  aimed  at.  It 
may  suffice  to  point  out  the  leading  features  of  the  question. 

The  investigator  by  whom  the  latter  was  first  made  the 
subject  of  thorough-going  consideration  was  A.  Nowacki^),  whose 
researches  deal  particularly  with  the  development  and  physiology 
of  the  wheat-grain.  They  soon,  and  with  perfect  justice,  attracted 
the  general  attention  of  chemists,  and  to  this  day  their  great 
significance  is  undisputable,  it  being  obvious  that  they  really 
form  the  foundation  of  the  question  relating  to  the  nitrogenous 
matter  of  malting  barley  as  well.  Nay,  the  nitrogen  problem  of 
malting  barley  may  even  plausibly  be  said  to  have  thus  far 
formed  an  echo  of  Nowacki's  researches  on  the  wheat-grain. 

In  Denmark  the  first  to  raise  the  question  was  the  well- 
known  brewer  J.  C.  Jacobsen^),  the  founder  of  the  Carlsberg 
Fund,  who  in  a  discourse  delivered  in  the  year  1870  called  the 
attention  to  the  desirability  of  clearing  up  scientifically  the 
cause  or  causes  to  which  the  difference  of  structure  between 
''mealy"  and  "vitreous"  or  ''steely"  corns  of  barley  is  to  be  traced. 
This  discourse  did  good  service,  in  that  it  gave  rise  to  a  long 
series  of  investigations. 

Nowacki^),  in  regard  to  the  wheat-grain,  had  asserted 
that  the  mealy  corn  contained  a  larger  quantity  of  air, 
imprisoned  between  the  starch  granules,  than  the  vitreous  corn; 
and  exactly  the  same  result  was  arrived  at  by  Gronlund^)  in 
the   case   of  the    barley  corn.     The    first   to    really  clear    up    the 


^)    Untersuchungen  iiber  das  Reifen  des  Getreides.    Halle   1 870. 
^)  Tidsskrift  for  Landokonomi.    1870.   p.  269. 
^)  /oc.   cit. 
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^)  Tidsskrift  for  Landokonomi.    1880.   p.  412. 
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matter  was,  however,  Samsoe  Lund^),  who  showed  the  mealy 
nature  of  a  barley  corn  to  be  conditioned  by  the  presence  of  a  larger 
quantity  of  air  imbedded  between  the  cell-contents  and  cell-wall. 

With  regard  to  the  physical  and  chemical  divergence  be- 
tween solt  and  hard  barley,  different  views  were  set  forth  in  the 
course  of  a  few  years.  Of  these  one  may  be  mentioned  here, 
namely  the  assumption  that  the  mealy  barley-corn  contains  a 
smaller  amount  of  proteine  than  the  vitreous  one. 

As  regards  the  question  as  to  whether  the  mealy  corn  is 
per  se  to  be  preferred  over  the  vitreous  one  for  malting  pur- 
poses, it  is  to  be  noted,  that  it  was  proved  at  an  early  period, 
that  the  vitreous  corn,  on  being  steeped  in  water,  will  turn 
mealy.  Hence  it  followed  naturally,  that  the  contrast  between 
**mealy"  and  ''steely"  could  not  well  be  retained  as  a  criterion  of 
the  quality  of  malting  barley. 

To  this  day  much  dissension  obtains  as  to  the  question 
whether  barleys  rich  or  poor  in  proteine  matter  are  better  suited 
for  malting  purposes,  just  as  the  above-mentioned  relation  be- 
tween the  mealy  nature  of  a  corn  of  barley  and  its  amount  of 
proteine  matter  is  still  a  vexed  question.  Many,  both  scientists 
and  industrials,  are  of  a  decided  opinion  that  a  barley  poor  in 
proteine  matter  possesses  a  greater  value  for  malting  purposes 
than  one  rich  in  this  matter,  it  being  also  assumed  that  mealy 
barleys  are  less  rich  in  proteids  than  steely  ones;  one  is  even 
tempted  to  say  that  some  show  a  tendency  to  assign  to  these 
two  propositions  the  immutable  character  of  laws  of  nature.  It 
is  noteworthy,  however,  that  not  a  few  savants  and  also  indus- 
trials take  a  different,  or  even  diametrically  opposed,  view. 
Thus,  so  far  as  chemical  science  is  concerned,  the  matter  is  in 
fact  still  as  obscure  as  it  was  at  the  very  outset,  whereas  indus- 
trials appear  to  have  made  something  out  of  it,  chiefly  by 
making  a  comparison  between  the  demands  made  in  regard  to 
the  amount  of  proteine  matter  of  good  malting  barleys  in  the 
various  beer-producing  countries.     R.  Wahl,   in  a  number  of  pa- 


^)  Ibid.  i88l.  p.  442;  vide  also  W.  Johannsen.  Comptes  rendus  des  Travaux 
du  Laboratoire  de  Carlsberg  2,  60  (1884).  —In  this  connection  the  important 
researches  and  publications  of  G.  Holzner  deserve  also  to  be  mentioned, 
and  more  particulary  the  excellent  work  "Beitrage  zur  Kenntniss  der  Gerste" 
by  Lermer  &  Holzner.      Munich    1888. 
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pers^),  trenches  upon  the  question  as  to  the  relation  between  the 
nitrogen  content  of  barley  and  its  value  as  malting  barley.  Wahl 
reports  some  experiments  made  by  him  on  an  industrial  scale 
in  support  of  his  assertions;  but  I  fail  to  see  how  his  experi- 
ments can  be  conclusive  of  the  question  before  us.  Far  more 
interest  attaches  to  the  varied  opinions  published  by  several  ex- 
perts and  collected  in  the  first  article  of  Wahl.  He  is  un- 
doubtedly justified  in  drawing  from  these  opinions  the  conclu- 
sion, that,  according  to  experience,  we  are  by  no  means  war- 
ranted in  asserting  that  barleys  rich  in  nitrogen  are  not  so  fit 
for  malting  purposes  as  those  poor  in  nitrogen.  To  this,  how- 
ever, the  objection  may  be  made,  that  experience  is  often  based 
as  much  upon  the  evidence  of  individual  sense-perception  as 
upon  that  of  purely  experimental  observation,  so  that  experience 
relating  to  one  and  the  same  object  may  differ  in  different 
places,  according  to  local  requirements.  Suppose  for  example 
that  malt  and  beer  were  prepared  in  exactly  the  same  manner 
both  in  Copenhagen  and  Chicago  from  a  particular  sample  of 
barley.  It  would  then  be  possible  that  in  one  of  the  two  places 
the  product  was  given  the  mark  ^'Excellent",  whilst  in  the  other 
place  it  got  only  the  simple  mark  ''Good",  for  the  plain  reason 
that  the  demands  made  in  either  locality  in  point  of  flavour,  ap- 
pearance, keeping  powers  etc.  are  not  the  same.  Thus,  in  this 
instance,  we  obtain  two  somewhat  discordant  final  results;  but 
the  discrepancy  is  not  due  to  the  object  in  itself  —  the  barley 
—  but  to  the  dissimilarity  of  local  requirements. 

It  is  curious  to  note,  however,  that  in  England  and  America 
barleys  containing  a  great,  or  at  any  rate  comparatively  great, 
amount  of  nitrogen  are  generally  considered  to  be  the  best  suited 
for  malting  purposes,  whereas  the  representatives  of  the  Munich 
type  prefer  barleys  having  a  middling  nitrogen-content  (about 
i'64  Vo  N.),  the  representatives  of.  light -coloured  continental 
beers  maintaining,  in  their  turn,  that  barleys  poor  in  nitrogen  are 
to  be  regarded  as  the  best  raw  material. 

If  we  are  to  state  briefly  what  may  be  safely  considered  as 
established  facts  with  regard  to  the  reciprocal  relations  between 
the  three  factors  mealiness,  nitrogen-content  and  qualit>" 
of  malting  barley,  we  may  sum  up  as  follows:  — 


^)  Americ.   Brew.   Review  18,   89  etc.  (1904), 
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(i)  Hard  barley,  on  beeng  steeped  in  water,  passes  more  or  less 
completely  into  soft  barley^). 

(2)  Among  barley- crops  of  one  and  the  same  plot  of  land 
steely  corns  contain  more  nitrogen  than  mealy  ones.  If,  on 
the  other  hand,  we  have  to  do  with  barley-crops  from  diffe- 
rent fields,  it  appears  that  the  relation  of  mealy  or  steely 
nature  to  nitrogen-content  cannot  in  that  way  be  tied  down 
to  rule^.  Hence,  from  the  total  nitrogen-content  of  barley 
it  cannot  be  inferred  with  certainty  whether  it  is  mealy  or 
vitreous;  neither  will  the  reverse  conclusion  hold. 

(3)  It  has  not  been  proved  either  scientifically  or  experimen- 
tally that  the  quality  of  malting  barley  depends  on  its  total 
amount  of  nitrogen. 

It  will  be  seen  that  this  quantitative  method  of  valuing  malt- 
ing barley  according  to  its  nitrogen-content  is  not  established 
on  a  very  solid  foundation.  It  was  therefore  natural  to  feel  our 
way  one  step  further,  in  order  to  try  if  the  difficulty  could  not  be 
settled  by  a  combination  of  a  qualitative  and  a  quantitative  method. 

This  is  indeed  the  course  taken  by  A.  Kukla^)  in  a  whole 
series  of  memoirs,  and,  subsequently,  E.  Prior*)  and  Jalowetz^) 
have  expressed  themselves  to  much  the  same  effect. 

Kukla  is  inclined  to  assume  that  nitrogenous  substances 
play  at  least  as  important  a  part  in  the  valuation  of  barley  and 
malt  as  carbonic  hydrates;  besides,  however,  he  has  a  clear 
understanding  that  it  is  not  the  total  amount  of  nitrogen  that  is 
the  main  point  of  consideration.  He  is  of  opinion  that  the  diffe- 
rence is  to  be  sought  in  the  ratio  between  certain  proteine  sub- 
stances, namely  the  ratio  of  coagulable  to  non-coagulable  mat- 
ter. He  defines  this  ratio  more  precisely  by  the  enunciation, 
that  the  greater  the  proportion  of  non-coagulable  proteine  sub- 
stances in  barley,  the  less  is  it  fit  for  malting  purposes.    Taking 


^)  Petri:  Aarsber.  om  det  kgl.  danske  Landhusholdningsselsk.  Virks.  1870.  p.53- 
—  C.  Gronlund:  Tidsskr.  for  Landok.  1882,  p.  654.  —  W.  Johannsen: 
Die  landwirtschaftl.  Versuchsst.  35,  19  (1888).  —  L.  Just  &  H.  Heine: 
Ibid.  36,   269   (1889).  ~ 

'^)  C.  F.A.  Tuxen:  Tidsskr.  for  Landok.  1881,  p.  240.  —  L.  Just  &  H.Heine: 
Die  landwirtschaftl.  Versuchsst.   36,   269   (1889). 

=*)  Zeitschr.  f.  das  gesammte  Bramv.   23,  418,  427,  442,  457,  493,  513,  525,  [\<)o6). 

^)  Allgem.   Zeitschr.   f.   Bierbrauerei   u.   Malzfabr.   32,    593   (^1904)- 

^)  Ibid.  32,    567  (1904). 
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his  departure  from  this  entirely  novel  point  of  view,  Kukla 
propounds  a  whole  system  of  valuation  of  both  barley  and  malt, 
and  even  trenches  upon  the  question  as  to  the  influence  exerted 
by  conditions  of  soil  and  climate  on  the  proportion  of  non- 
coagulable  proteids.  Although  it  seems  to  me  that  the  work  of 
Kukla  is  founded  on  rather  an  unsafe  basis  —  the  estimation 
of  coagulable  proteids  with  quantitative  exactness  — ,  still  it 
holds  out  a  new  prospect,  namely  the  abandonment  of  purely 
quantitative  methods  for  a  combination  of  a  quantitative  and  a 
qualitative  one;  to  my  mind,  this  means  a  great  step  in  the 
right  direction. 

I  believe,  indeed,  I  am  fully  justified  in  questioning,  as  I 
have  done  above,  the  reliability  of  the  quantitative  estimation  of 
the  coagulable  proteids  in  barley  extracts,  or  even  in  proteid 
solutions  generally.  It  is  well  known  that  the  power  of  coagula- 
tion of  a  proteine  substance  and  the  temperature  at  which  the 
coagulation  occurs  depend  on  other  factors  than  the  chemical 
nature  of  the  particular  proteid,  such  as  for  instance  the  propor- 
tion of  inorganic  matter,  free  acids  and  free  bases  contained  in 
the  solution^).  In  the  particular  case  under  discussion,  barley 
extracts,  there  is  another  drawback  to  the  matter.  The  fact  is 
that  the  aqueous  extract  indubitably  contains  two  coagulable 
proteids^),  one  of  which  (leucosine)  coagulates  at  52^,  whilst  the 
other  (edestine)  does  not  coagulate  at  temperatures  below  90^ 
and  only  partially  at  higher  temperatures.  The  inference  to  be 
drawn  from  this  circumstance  with  regard  to  the  basis  of  Kuk- 
la's  system  seems  to  me  obvious,  and  the  more  so  as,  accord- 
ing to  a  private  communication  he  has  made  me,  he  estimates 
the  proportion  of  coagulable  proteids  by  adding  five  or  six 
drops  of  acetic  acid  to  100 — 200  cc.  of  barley  extract  and 
boiling  this  mixture  for  thirty  minutes.  The  leucosine  is  not 
likely  to  coagulate,  when  we  consider  the  results  recorded  in 
the  above-mentioned  publications,  and  the  statements  of  Os- 
borne render  it  unquestionable  that  edestine  only  coagulates  to 


^)  P'or  information  on  the  coagulation  of  albuminoids  I  may  refer  to  Otto 
Cohnheim's:  Chemie  der  Eiweisskorper  1904,  p.  130 — 134,  and  to  E.  Va- 
renne:  Bull.  soc.  chim.  45,  427  (1886);  Van  Slyke  &  B.  Hart:  Amer. 
chem.  J.  33,  461   (1905). 

^)  B.  Osborne:  Report.  Conse.  Agricult.  Experiment.  Station.  1894,  p.  165, 
V.  Griessmayer :  Die  Proteide.    1897,   p.  171. 
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a   certain   extent.     In   other  words,  we    cannot   attach    any  value 
to  Kukla's  estimation  as  a  basis  of  a  quantitative  valuation. 

It  has  hitherto  been  currently  believed  that,  in  judging  the 
quality  of  malting  barley,  peculiar  importance  had  to  be  attached 
to  the  chemical  composition  of  the  dry  substance  of  barley.  In 
any  view  of  the  matter,  we  shall,  to  the  best  of  my  under- 
standing, sooner  or  later  have  to  relinquish  thisview^).  A  valua- 
tion by  the  physical  and  physiological  properties  of  the  barley 
will  in  every  case  be  legitimate  and  possess  a  certain  general 
validity,  whereas  a  valuation  founded  upon  the  chemical  com- 
position of  the  dry  substance  is  not  likely,  in  my  opinion,  to  be 
generally  received  at  any  time^),  for  the  plain  reason  that  the 
modes  of  working  used  in  malting  —  which  are  in  many  re- 
spects widely  different  among  themselves  —  must  needs  be  con- 
clusive of  the  question  as  to  which  sort  of  barley  is  best  suited 
to  local  requirements.  If  we  are  to  arrive  at  a  clear  insight 
into  the  significance  possessed  by  the  chemical  composition  of 
the  dry  substance  of  barley  with  regard  to  the  value  of  malting 
barley,  it  will  be  necessary  to  investigate  the  chemical  trans- 
formations or  modifications  which  occur  in  barley 
during  the  course  of  the  processes  which  take  place 
from  the  formation  of  the  barley-corn  in  the  mother- 
plant  till  the  ultimate  conversion  of  the  barley  into 
ready  stored  beer.  At  the  same  time  we  must  also  try  to 
detect  the  laws  to  which  those  transformations  are 
subject. 

The  present  work  is  an  attempt  to  throw  some  light  on 
this  question,  more  especially  with  regard  to  the  transformation 
of  nitrogenous  organic  substances^).  It  is  a  great  and  wide- 
ranging  problem,  which  will  surely  demand  a  great  deal  of  tirne 
and  work  and  give  rise  to  much  discussion  before  a  final  result 


^)  Some  recent  researches  by  E.  Prior  show  that  the  mode  actually  current  in 
Northern  Germany  of  valuing  malting  barley  is  not ,  at  any  rate ,  satisfactory 
with  regard  to  Austrian  barleys.  Allgem.  Zeitschr.  f.  Bierbrauerei  u.  Malz- 
fabr.   33,   412  (1905). 

^)  For  this  reason  I  esteem  that  the  Bavarian  system  of  valuation  is  more  gene- 
rally applicable  than  that  of  the  Berlin  Station  or  that  proposed  by  Haase. 
Comparative  inquiries  into  these  three  systems  were  made  by  C.  Bleisch 
and  F.Wagner:    Zeitschr.   f.   d.   ges.   Brauw.   27,    153  (1904)- 

^)  On  carbohydrates  see  H.  J  ess  en  -  H  an  sen  :  Compt.-rend.  des  Travaux  du 
Laborat.   de  Carlsb.   4,   69   (1896). 
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can  be  arrived  at.  But,  at  all  events,  I  feel  confident  that  the 
way  which  will  lead  up  to  the  goal  of  our  endeavours  is  the  one 
here   indicated. 

2.    Methods  of  Working. 

The  necessary  particulars  concerning  the  cultivation  of  each 
sample  of  barley  will  be  briefly  given  under  each  experiment. 
In  this  place  we  have  only  to  describe  the  way  in  which  the 
samples  were  taken  and  each   analytical  value  determined. 

The  dififerent  stages  of  ripeness  were  characterized  as  fol- 
lows:^) — 

Green-ripeness.  Upper  leaves  green,  lower  leaves  yellow 
or  withered.  All  the  nodes  juicy.  The  corns  pale-green,  with 
contents  soft  as  wax  and  easily  detached  from  the  husk.  Corns 
easily  crushed.     Awns  green  throughout. 

Yellow- ripe nes^s.  All  the  leaves  are  withered.  The  lower 
nodes  dry,  the  upper  juicy.  Awns  greenish  yellow,  almost 
without  chlorophyll.  Corns  yellowish  with  greenish  ventral  fur- 
row; are  not  easily  crushed 

Full-ripeness.  The  chlorophyll  has  entirely  vanished,  not 
only  from  the  leaves,   but  also  from  the  corns  and  awns. 

The  samples  were  taken  in  the  following  manner:  —  On 
the  day  when  the  suitable  degree  of  ripeness  had  been  reached, 
a  convenient  number  of  ears  were  cut  off  early  in  the  morning 
from  normally  developed  plants.  The  corns  were  then  im- 
mediately picked  out  of  the  ears  and  freed  from  awns  and 
glumes,  as  also  from  any  impurities  and  small  or  broken  corns 
which  they  might  contain,  for  which  purpose  the  sample,  whilst 
blowing  air  upon  it,  was  shaken  well  in  a  sieve  having  ^2 
meshes  to  each  lo  cm.  This  work  was  accomplished  before 
noon,  so  that  I  had  ample  time  to  begin  the  total  analytical 
work  on  the  very  same  day.  These  measures  are  quite  indis- 
pensable to  obviate  transformations  in  the  materials  submitted 
to  experiment.  Another  mode  of  proceeding,  by  which  such 
transformations  could  be  prevented,  cannot  be  imagined,  as  it 
must  be  constantly  borne  in  mind  that  it  is  the  proteine  sub- 
stances  with  which   we    are    concerned.     The  possibility  of    kill- 


^)  The  mode  of  characterization    here  adopted    is    the    same  as   that  used  at  the 
Copenhagen  Agricultural  College. 
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ing  the  vital  functions  of  the  corns  by  heating  or  by  chemical 
reagents  —  such  as  for  instance  alcohol,  salts,  etc.  —  had  to 
be  precluded  at  the  very  outset. 

Some  of  the  barley  samples  had  also  to  be  examined  with 
regard  to  the  influence  of  storage  on  proteine  substances,  inde- 
pendently of  the  general  investigation  into  the  question  as  to 
ripening.  For  this  purpose  the  requisite  quantity  of  corns  were 
taken  out  and  subjected  to  the  preliminary  treatment  and  clean- 
sing described  above.  For  the  first  five  to  six  days  the  samples 
were  stored  on  filter-paper  in  a  dry  room,  where  they  were  ex- 
posed to  the  direct  action  of  day-light;  for  the  rest  of  the  time 
they  were  stored  in  a  capacious  powder-glass  bound  over  with  a 
layer  of  filter-paper.  During  the  whole  length  of  the  storage 
time  —  excepting  the  first  five  or  six  days  —  the  sample  was 
kept  in  an  obscure  place  at  the  ordinary  temperature  of  the 
laboratory,  and  at  least  once  a  week  it  was  shaken  well. 

Before  we  go  on  to  the  description  of  the  analytical  methods 
used,  it  is  necessary  to  state,  that  the  unity  for  which  all  the 
experimental  results  in  this  section  have  been  calculated  is  con- 
stantly  10,000  corns. 

The  only  fairly  constant  factor  that  can  be  taken  for  a  fun- 
damental unity  in  experiments  concerning  the  ripening  of  barley 
is  doubtless  one  corn.  The  amounts  of  dry  matter,  mineral  con- 
tituents,  nitrogen  etc.,  vary  indeed  from  one  stage  of  develop- 
ment to  the  next.  The  only  thing  which  remains  constant  is 
the  individual  corn:  one  corn  is  and  remains  one  corn  during 
the  whole  course  of  development.  If  therefore,  notwithstanding 
this,  I  speak  under  correction  —  as  I  have  done  above  —  with 
regard  to  this  unity  also,  it  is  owing  to  the  circumstance  that 
the  size  of  the  corns  is  in  itself  very  variable,  even  at  the  same 
stage  of  development.  Accordingly  it  is  not  indifferent  either 
—  at  any  rate  as  far  as  the  dry  matter  is  concerned  —  whether 
the  results  of  the  experiments  be  calculated  for  100  of  the  big- 
gest or  100  of  the  smallest  corns.  With  a  view  to  eliminating 
as  far  as  possible  the  source  of  error  which  would  necessarily 
be  the  consequence  of  too  much  heterogeneousness  in  the  size 
of  corns,  I  have  purposely  cleansed  the  materials  by  means  of 
the  sifting  process  mentioned  above.  We  evidently  obtain  by 
this  means  considerably  more  uniformity  in  the  size  of  corns, 
which*  in    its    turn    has   this    further    advantage,  that  the  error  ot 
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unity  will  probably  be  so  small  as  not  to  affect  the  results  to 
any  material  degree.  My  aim  in  taking  10,000  corns  for  a 
unity  is,  of  course,  simply  to  give  the  calculated  figures  a  suit- 
able magnitude. 

When  the  results  of  the  analyses  are  to  be  re-calculated  for 
a  definite  corn  unity,  it  will  be  necessary  to  get  to  know  with 
sufficient  accuracy  the  average  weight  of  one  or  more  corns  and 
also  the  amount  of  dry  matter  contained  in  the  corn.  We  shall 
then  be  able  to  make  the  requisite  re-calculations  in  a  satisfac- 
tory manner. 

I  have  used  two  slightly  different  methods  of  working  in 
the  experiments. 

Method  I. 

In  the  first  ripening  experiment  —  year  1901  —  the 
analytical  determinations  were  made  in  the  following  manner:  — 

The  corn  weight  is  determined  by  weighing,  in  a  previously 
tared  platinum  dish,  100  whole  corns  counted  out  indiscriminately. 
The  weight  found  multiplied  by  10  gives  the  weight  of  1000 
aqueous  corns  =  a  gr. 

Dry  matter,  or  more  properly  water,  is  estimated  by  weigh- 
ing out  into  a  weighing  glass  with  glass  stopper  200  whole  corns 
counted  out  at  random,  and  then  drying  them  for  three  days  in 
a  vacuum  —  pressure  18  to  20  mm.  —  at  100^.  From  the  loss 
of  weight  is  calculated  the  percentage  of  dry  matter  =  b  ^/o. 

Some  figures  bearing  out  the  trustworthiness  of  this  method 
are  recorded  in  the  following  table. 

TABLE  I. 


Dried  in  a  va- 

°/o of  water. 

cuum  at  100*' 

I   day  .  .   . 

6873 

62-63 

5626 

48-27 

12-39 

11-48 

_ 

_ 

_ 

2  days.   .   . 

68-98 

63-15 

56-70 

48-85 

12-94 

1206 

— 

— 

11-86 

11-70 

3      ,,    •   •   • 

69-07 

63-35 

56-89 

49-01 

13-26 

12-39 

12-65 

i2-6o 

12  10 

11-97 

4      ,,    •   .  • 

69-12 

63-43 

57-00 

— 

i3-.3« 

12-53 

12-72 

12-66 

12-25 

12-12 

5       M     •    .    . 

69-15 

63-49 

57-06 

— 

13-52 

12-67 

— 

— 

— 

— 

By   calculating   from    these    results   the   mean   values   of  the 
differences  from  day  to  day  we  shall  get  a  clearer  picture: 

Loss  of  water  from  1st    to  2nd  day  0*49^0 

,,  „        „         „  2nd    „  3rd  „     0-23  „ 

M  „       .,         „  3rd    „  4th  „     o-io  „ 

»  M        „  „  4th    „  5th  „     009  „ 
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1  believe  these  figures  must  be  interpreted  as  follows:  — 

After  three  days'  drying,  the  water  present  has  evaporated. 
By  further  drying,  still  more  water  evaporates,  it  is  true,  but 
this  loss  is  not  attributable  to  moisture  or,  so  to  speak,  mechanic- 
ally bound  water,  but,  on  the  contrary,  to  chemically  bound, 
or  hydrate-,  water.  This  assumption  is  favoured  by  the  circum- 
stance that  the  loss  of  water  per  cent,  after  the  three  days'  dr)'ing, 
appears  to  be  very  nearly  proportional  to  the  time  of  drying. 
On  this  account  I  have  thought  it  convenient  not  to  dry  the 
corns  for  more  than  three   days. 

It  is  to  be  observed,  however,  that,  for  the  sake  of  preventing 
gelatinization  of  the  starch  —  which  would  of  course  have  greatly 
protracted  and  rendered  precarious  the  whole  drying  process  — , 
the  temperature  in  the  vacuum  apparatus  was  not  allowed  to 
exceed  50^  during  the  first  four  to  five  hours;  it  was  not  until 
the  greater  part  of  the  water  had  evaporated  that  the  tempera- 
ture was  raised  to   100^. 

The  total  amount  of  nitrogen  was  estimated  by  the 
method  of  Kjeldahl,  for  which  purpose  5  X  20  or  4  X  25  whole 
corns,  which  had  been  counted  out  at  random,  were  treated  in 
5  or  4  flasks  respectively.  It  is  found  that  100  corns  of  barley 
contain  a   total  amount  of  nitrogen  00  c.  cc.  ^/lo   normal    acid  ^). 

Ash,  or  mineral  matter,  is  estimated  in  200  whole  corns 
arbitrarely  counted  out,  which  are  placed  in  a  thoroughly  heated 
porcelain  crucible,  dried  for  20  hours  in  a  common  hot  air-bath 
(at  from  50  to  105^),  and  then  incinerated  at  the  lowest  possible 
temperature.  When  the  ash  has  become  grayish  or  grayish  white, 
it  is  moistened  thoroughly  with  a  solution  of  ammonium  nitrate^), 
dried,  and  heated  to  whiteness.  Finally,  it  is  made  glowing  hot 
for  a  quarter  of  an  hour  in  a  blowing-lamp.  200  barley  corns 
yield  d  gr.  ash. 

Under  these  circumstances  it  may  be  possible  that  a  little 
alkali  passes  away  during  the  heating,  but  phosphoric  acid 
can  hardly  be  lost^);  in  order  to  make  this  error  as  constant  as 
possible,  I  have  taken  due  care,  in  all  the  estimates,  to  heat  over 


^)  Here  and   in  the  sequel,    the  sign  cv>  means   "correspontling  to". 

^)  The  ammonium  nitrate  solution  used  was  prejiared  by  neutralizing  concentrated 

pure  nitric  acid  with  concentrated  ])ure  ammoniacal  water. 
^)  Since  the  ash  mixed  up  with  water  constantly  showed  a  marked  alkaline  reaction. 
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the  blowing-lamp  exactly  one  quarter  of  an  hour.  Add  to  this 
that  the  determination  of  the  mineral  constituents  was  mainly 
made  for  the  purpose  of  affording  a  kind  of  control  of  the  rela- 
tions of  the  individual  experiments  among  themselves,  taking  it 
for  granted  that  this  quantity  increases  more  or  less  during  the 
growth  of  the  corn,  and  finally  (at  full- ripeness)  becomes  constant 
and  keeps  constant  during  storage. 

It  will  be  necessary  to  describe  in  some  detail  the  manner 
in  which  the  various  nitrogenous  substances  were  dissolved 
and  estimated.  Of  the  barley  sample  cleansed  in  the  above  men- 
tioned manner  50  gr.  were  accurately  weighed  out,  crushed  and 
finely  grated,  as  far  as  this  could  be  done  in  a  porcelain  mortar; 
in  those  cases  in  which  the  amount  of  water  was  so  slight  as 
to  allow  of  the  corns  being  finely  divided  in  a  mill,  they  were 
ground  as  finely  as  possible  in  a  mill  adapted  to  the  purpose. 
By  means  of  distilled  water  the  finely  divided  barley  was,  with 
quantitative  exactness,  transferred  into  a  measuring-cylinder  — 
provided  with  a  glass  stopper  —  of  1000.  cc.  capacity.  This 
cylinder  was  filled  up  with  distilled  water  to  1000  cc,  and 
about  5  cc.  of  toluene  were  added  for  the  purpose  of  preventing 
a  development  of  bacteria.  It  was  then  closed  and  well  shaken. 
The  mixture  was  left  to  stand  at  18 — 20^  for  20  hours  exactly, 
being  now  and  then  well  shaken.  The  proteid  solution  was  fil- 
tered off  quite  clear  by  means  of  a  dry  conic  filter  of  a  suitable 
size.  This  bright  filtrate,  which,  owing  to  the  slight  proportion 
of  toluene  contained  in  it,  will  keep  free  from  bacteria  for  several 
days,  is  at  once  made  use  of  for  the  requisite  precipitations  of 
proteine  substances  and  for  other  estimations.  In  each  of  these, 
50  cc.  of  barley  extract  are  used. 

The  estimation  of  the  various  soluble  proteids  was  made 
by  the  method  elaborated  by  me^);  it  constantly  proved  neces- 
sary to  work  as  if  the  proteine  solution  contained  no  mineral 
matter^).  The  various  estimates  of  nitrogen  were  constantly  made 
by  Kjeldahl's  method,  with  the  use  of  the  iodometric  acid 
titration,  starch^)  serving  as  an  indicator. 

The  quantity  ofsoluble  acid  is  estimated  by  the  method 


1)  Zeitschr.  f.  anal.  Ch.  37,  413  (1898). 

^)  The  conditions  in  which  a  proteine  solution  may  be  considered  to  contain  no 

mineral  matter,   are  specified  ibid.  p.  417. 
^)  Prepared  by  Syniewski's  method.    Ber.  d.  deutsch.  chem.  Ges.30,  2415(1897). 
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elaborated  by  E.  Prior^),   /.  e.    by   titration  with  Vio  norm,  cau- 
stic soda. 

Suppose  that  50  cc.  of  the  above  solution  contain: 

(i)  a  total  nitrogen  amount  00  a  cc.  of  ^/lo  norm,  acid, 

(2)  a  nitrogen   content  in  each  of  the  proteine  precipitations 
CO  ^  cc.  of  Vio  norm,  acid, 

(3)  and  a  total  acidity  cxd  y  cc.  of  Vio  norm,  caustic  soda. 

Before  calculating,  from  the  analytical  figures  thus  found, 
the  values  for  the  above-mentioned  unity  —  10,000  corns  — ,  it 
is  necessary  to  make  a  little  re-calculation,  for  the  reason  that 
the  barley  corn  has  not  the  same  specific  gravity  as  the  means 
of  extraction  (water) ;  or,  in  other  words,  I  gr.  of  dry  matter  does 
not  occupy  a  volume  of  i  cc.  In  order  to  make  out  the  rela- 
tion between  the  weight  and  volume  of  dry  matter  of  barley, 
with  the  calculation  here  aimed  at  in  view,  I  weighed  out  into  a 
100  cc.  measuring  flask  a  definite  quantity  of  dry  matter  of 
barley,  and  added  from  a  burette,  little  by  little  —  in  the  course 
of  twenty  hours  — ,  some  distilled  water,  until  the  flask  was  filled 
just  up  to  the  mark.  In  this  way  I  found  that  9  gr.  of  dry  matter 
of  barley  required  94  cc.  of  water  to  give  ico  cc.  of  mixture 
at  20^.  In  other  words,  9  gr.  of  dry  matter  at  20^  occupy  6  cc. 
This  method  cannot,  it  is  true,  claim  a  high  degree  of  accuracy, 
but,  at  any  rate,  it  is  quite  satisfactory  in  the  present  case. 

Taking  into  consideration  the  relation  here  established  be- 
tween the  weight  and  volume  of  the  dry  matter  of  barley,  it 
will  be  easy  to  re-calculate  the  previously  determined  analytical 
numbers  in  such  a  way  as  to  make  them  correspond  to  the 
unity   10,000  corns: 

gr.  01  dry  substance  m   10,000  corns  =  A. 


10 

14  •  c 


=  gr.  of  total  nitrogen  in    10,000  corns. 


100 
50  •  <3^  =  gr.  of  ash  in   io,ooo  corns. 

250000  '  b  ,  r     ,         1  C 

— -^ TV  =  number   of  barley    corns   co    50    cc.    ot 

A  (1000  -. —  I  barley  extract  =  B. 

14  -a 


B 


=  gr.  of  soluble  nitrogen  in    10,000  corns. 


^)  Bayerisch.  Brauerjourn.  1,  469;   2,  362;   4,  74. 
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— — i-  =  gr.  of  soluble  nitrogen  in   io,coo  corns, 

precipitable  by  the  precipitant  concerned.  According  to  the  rela- 
tions^) between  the  different  precipitations  of  proteids,  the  amounts 
of  nitrogen  —  gr.  in  io,000  corns  —  representing  the  various 
proteine  individuals  or  groups  can  easily  be  calculated  from  these 
figures. 

I OOO  •  r  ,  ,  ^       .  ,    . 

— —  —  the   total    amount   ot   acid    m    10,000  corns,    ex- 

B 

pressed  in  cc.  of  norm.  NaOH. 

Where   the    germinating  power   of  the    barley    has    been 

determined,  this  was  always  done  on  500  grains  by  the  method 

most  generally  used^). 

Method  II. 

In  the  second  and  third  ripening  experiments  — years 
1903  and  1905  — ,  as  also  in  all  subsequent  analyses  of  barley, 
the  analytical  methods  described  in  the  foregoing  pages  were  mo- 
dified in  two  particulars:   — 

The  corn  weight  was  determined  by  weighing  2  X  500 
whole  corns  counted  out  at  random,  the  weight  of  1000  aqueous 
corns  (=  a  gr.)  being  determined  directly,  whilst  the  soluble 
nitrogenous  matter  was  dissolved  by  extracting,  by  the  pro- 
cess described  on  p.  242,  the  1000  corns  counted  and  weighed 
out  with  water  containing  toluene;  1000  finely  ground  barley 
corns  to   1000  cc.  of  mixture. 

As  a  consequence  of  these  modifications  of  the  mode  of 
working,  the  number  of  barley  corns  corresponding  to  50  cc.  of 
barley  extract  cannot  be  calculated  by  the  formula  given  above 
—  see  p.  243  — ,  but  must  be  determined  as  follows:  — 

— —  =  number  of  barley  corns  00  50  cc.  of  barley  extract  =  B. 

1000^ 

15 

The  rest  of  the  determinations  and  calculations  required  in 
this  mode  of  working  were  performed  entirely  in  the  manner 
previously  described  —  see  pp.  240 — 43. 

It   may   be   appropriate   here   to  make  some  remarks  on  the 


^)  Zeitschr.   f.   anal.   Ch.   37,   418  (1898). 

^)  E.  Prior:   Ch.   und  Physiol,  des  Maizes  und  des  Bieres.    1896,  p.  60. 
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above  described  process  by  which  the  soluble  proteine  substances 
are  extracted  from  barley. 

It  must  be  admitted  that  at  first  sight  it  appears  preposterous 
to  assume  that  the  whole  of  the  soluble  matter  is  really  dissolved 
by  the  mentioned  mode  of  treatment.  Nevertheless,  provided  the 
materials  have  been  sufficiently  ground  or  crushed,  the  assump- 
tion is  sure  to  hold  good,  it  having  constantly  to  be  borne  in 
mind  that  we  are  only  concerned  with  the  nitrogenous  matter 
and,  moreover,  only  that  part  of  it  which  is  soluble  in  water, 
consequently  very  small  quantities  of  matter.  In  order  to  eluci- 
date this  point  it  is  necessary  to  subjoin  an  account  of  the  ex- 
periments hctving  reference  thereto.  The  figures  tabulated  below, 
which  represent  the  number  of  cc.  of  ^/lo  norm,  acid  corre- 
sponding to  the  total  amount  of  nitrogen  contained  in  50  cc. 
of  barley  extract,  are  the  results  of  a  series  of  experiments  on 
the  influence  of  time  on  the  solubility  of  nitrogenous  matter, 
carried  out  with  various  samples  of  barley  and  malt. 


TABLE  II. 


Extracted 

50  cc.   of  extract  contain 

nitrogen  co  cc.  Vio  norm,  acid 

at 

extracted 

by  means  of 

18  to  20° 

\A/^atpr  fllonp 

Thymol- 

Toluene  water 

in  the  course  of 

water 

Barley 

Malt 

2  hours  .   .   . 









25 

2-3 



6-8 

6-5 

4       ,,       .  •   • 

— 

— 

— 

— 

27 

2-6 

— 

7-2 

6-9 

20       ,,      ... 

47 

6-2 

4-1 

4-6 

37 

3-6 

IO-8 

8-8 

8-4 

44       M       •  •  • 

5-2 1) 

8-1 1) 

6-4 ') 

50 

42 

40 

11-4 

91 

87 

68      „      ... 

i 

6-52) 

9-o2) 

11-52) 

5-4 

4-5 

— 

I2-0 

9-1 

These  experiments  show,  on  the  one  hand,  that,  of  the  modes 
of  proceeding  here  employed,  steeping  in  water  containing  toluene 
is  the  only  one  which  offers  sufficient  surety  in  the  way  of  pre- 
venting bacteria  from  developing.  But,  on  the  other  hand,  it 
will  also  be  seen  that  twenty  hours'  treatment  with  toluene  water 
at  18  to  20^  may  be  considered  as  satisfactory  when  the  soluble 
proteids  are  to  be  extracted.     The   circumstance  that  an  increase 


^)  The  liquid  was  in  a  state  of  incipient  putrefaction. 

')  The  liquid  was  becoming  altogether  putrid,    showing  an  increasing  growth  of 
bacteria. 

17 
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of  time  constantly  results  in  a  greater  or  less  augmentation  in 
the  amount  of  the  soluble  nitrogenous  substances,  is  a  necessary 
consequence  of  the  fact  that  during  the  whole  course  of  the 
operation  there  occurs  a  more  or  less  intense  enzymatic  action. 
The  best  way  of  illustrating  the  matter  will  be  by  plotting  out 
the  results  of  the  two  completed  experiments  on  a  'system  of  coordi- 
nates, taking  the  time  as  abscissa,  and  cc.  of  ^/lo  norm,  acid, 
corresponding  to  the  total  amount  of  nitrogen  in  50  cc.  of  ex- 
tract, as  ordinate. 

It  clearly  appears  that,  whilst  the  amount  of  dissolved  nitro- 
genous matter  is 
steadily  increasing, 
it  is  not  till  when 
we  have  reached 
beyond  20  hours' 
treatment  that  a 
fairly  proportional 
ratio  between  the 
time  and  the  in- 
crease of  nitrogen 
becomes  apparent. 
This  probably 
means  that  only 
after  20  hours'  ex- 
traction may  we 
reckon  that  all  has 
been  dissolved  that 
is  in  itself  soluble. 
The  pair  of  curves 
here  given  also 
seem  to  justify 
the  conclusion  that 
in  the  time  used 
the  enzymatic  ac- 
tion itself  is  minimal;  the  last  part  of  the  curves  evidently  seems 
to  show  that  the  action  can  at  most  correspond  to  an  amount 
of  nitrogenous  matter  equal  to  0"02  cc.  of  \^io  norm,  acid  per 
hour.  Judging  by  the  dotted  secondary  curves,  the  perfect  extrac- 
tion must  have  been  completed  after  from  13  to  20  hours'  treat- 
ment^ (see  Table  and  Note  on  the  next  page). 


M 

Malt 

1         y 

1      / 
1    / 

/ 

^___ — 

Barley 

r 

' 

,  1                    1 

1 

1. 

2^ 


20 


^t% 


66 


Hours 
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With  a  view  to  obtaining  a  clearer  idea  of  the  intensity  of 
the  enzymatic  action,  I  prepared  a  barley  extract  by  the  method 
here  described  ^  the  toluene  water  method  —  and  examined 
the  extraction  immediately  after  its  preparation  and,  subsequently, 
after  it  had  been  kept  in  the  dark  for  seven  days  at  iS*^.  It 
was  obvious  that  during  this  preservation  an  alteration  took  place, 
the  extract,  which  was  at  the  outset  altogether  bright,  becoming 
turbid.  The  result  of  the  analysis  may  be  summarized  as  follows:  — 


Gr.  of  nitrogen 

contained  in   10,000  barley  corns 

in  the  form  of 

Albumin  I 

—       II 

Denuclein  ^) 

Proteoses  or  Albumoses 

Peptone 

Ammonia,  Amine-Amid 


Solution  examined 

after  standing  for 
at  once  seven  days  at  18° 

0-22  0*27 

014  0"07 

009  0'09 

000  0-02 

009  0'02 

025  0-32 


Soluble  Nitrogen.     Total  .  . 
Acid  00  cc.  of  norm.  Soda 


079 
36-9 


079 

337 


If  we  take  into  account  that  slight  errors  of  analysis  will 
always  creep  in,  however  carefully  we  work,  it  appears  that  the 
amount  of  enzymatic  action  here  indicated  must  have  been  quite 
minimal.  The  conversion  may  be  more 
closely    defined    as   follows:    —    005   gr.    of 


VoiV. 


^)  An  altogether  similar  mode  of  procedure  is  de- 
scribed in  the  "Transact,  of  the  Guinness  Research 
Laborat."  Vol.  I.  Part  I.  pp.  61 — 78  (1903).  In 
this  memoir  a  six  hours'  treatment  is  found  to  be 
satisfactory,  with  the  difference,  it  is  true,  that 
shaking  mashines  are  used,  and  that  the  ratio  be- 
tween dry  barley  and  water  is  not  the  same.  If 
the  experiments  recorded  in  the  Transactions  — 
Table  III,  p.  68  (barley),  and  Table  V,  p.  70  (malt) 
—  are  brought  together  in  a  similar  system  of 
coordinates  to  my  own,  it  will  be  seen  that  there 
is  a  fair  degree  of  accordance  between  our  results. 
The  way  in  which  the  time  of  treatment  is  to  be 
interpreted  may,   however,   admit  of  doubt. 

'^)  Although  this  denomination  is  not  satisfactory,  it 
is  retained  in  this  memoir,  because  a  better  one 
cannot  be  given  as  yet.     See  p.  281. 
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nitrogen  in  the  form  of  albumin  II  has  been  —  perhaps  with 
fixation  of  acid  —  either  converted  into  albumin  I  or,  rather, 
into  an  insoluble  form,  which  is  then  of  course  precipitated  out 
along  with  albumin  I,  whilst  another  0'02  gr.  of  nitrogen  in  the  form 
of  albumin  II  has  by  a  peptic  action  been  converted  into  pro- 
teoses. The  denuclein  remains  altogether  unaffected,  whilst  007 
gr.  of  nitrogen  in  the  form  of  peptone  has  been  tryptically  con- 
verted into  amine-amid  nitrogen.  This  result  is  fully  in  consonance 
with  general  physiological  observations.  Thus  Fr.  Weis^)  has 
found  that  ungerminated  barley  contains  but  extremely  minute 
quantities  of  enzymes,  at  all  events  as  far  as  the  active  ones  are 
concerned.  With  regard  to  the  intensity  of  the  peptic  and  the 
tryptic  fermentative  power  of  ungerminated  barley  our  results  are 
somewhat  divergent. 

Thus  an  enzymatic  action,  though  by  no  means  a  powerful 
one,  does  really  take  place  during  the  extraction;  but  for  the 
present  we  cannot  well  contrive  a  plan  of  operation  by  which 
this  action  could  be  entirely  precluded  without  some  at  least  of 
the  proteids  present  being  at  the  same  time  aft'ected  in  their 
solubility.  — 

I  have  also  in  another  way  tried  to  form  an  estimate  of  the 
applicability  of  the  method. 

Let  us  imagine  that  one  and  the  same  sample  of  malt  is 
both  extracted  by  means  of  toluene  water  in  the  manner  de- 
scribed above  and  also  mashed  in  the  usual  manner  by  the  me- 
thod of  proportionality  —  the  prepared  mash  mixture  being  just 
boiled  up  before  the  wort  is  filtered  off  — ;  it  is  then  evident 
that,  owing  to  the  enhanced  enzymatic  action  taking  place  during 
the  mashing  process,  the  mash  extract  will  contain  a  greater 
amount  of  nitrogen  than  the  toluene  water  extract.  Let  us  further 
imagine  that  the  toluene  water  extract  contains  the  whole  of  the 
albuminous  matter  soluble  in  water  (albumins  I  and  11)^)  besides, 
of  course,  all  the  cleavage  products  of  albumin;  it  is  then  clear 
that  the  increase  in  the  nitrogen  content  of  the  mash  extract 
must  arise  from  the  circumstance  that  —  owing  to  the  enhanced 
enzyme  action  —  part  of  the  albuminous  substances  insoluble  in 
water    are    split   up   or    transformed    into    soluble    matter,    which 


'■)   Compt.  rend,  des  Travaux  du  Laboratoire  de  Carlsberg,  5,  285  (1903). 
^)  This  assumption  is  favoured  by  the  figures  given  in  Table  II. 
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cannot  possibly  be  either  albumin  I  or  albumin  II,  but  must  be 
conversion  products  arising  either  from  the  increased  peptase  ac- 
tion (denuclein,  proteoses,  peptone)  or  from  the  action  of  the 
tryptase  (ammonia,  amine-amid  combinations).  But  at  the  same 
time  we  must  assume  that  the  increased  enzyme  action  also 
performs  a  work  of  demolition  with  regard  to  some  of  the  al- 
buminous substances  directly  soluble  in  water  (albumins  I  and  II). 
The  logical  consequence  must  be  that  the  mash  extract  will 
contain  a  less  amount  of  nitrogen  in  the  form  of  albumins  I  and 
II  than  the  toluene  water  extract,  or  at  any  rate  never  a  greater 
amount.  On  the  other  hand,  the  quantities  of  all  the  other  ni- 
trogenous substances  must  of  course  be  greater  in  the  mash  ex- 
tract than  in  the  toluene  water  extract.  If  this  train  of  reasoning 
can  be  experimentally  confirmed,  it  would  appear  that  we  have 
here  an  additional  support  of  the  accuracy  of  the  toluene  water 
method.  The  following  table  gives  the  results  of  a  series  of  ex- 
periments made  with  the  object  of  proving  this.  The  experiments 
were  made  on  different  malt  samples,  some  grown  out  and  others 
half-way  up  (slightly  germinated);  the  figures  indicating  how  many 
gr.  of  nitrogen  of  each  class  correspond  to   10,000  malt  corns. 


TABLE  HI. 


Toluene  water  extract 

Mash 

extract 

Differences 

No. 

.5S 

Denuclein, 
Proteose, 
Peptone 

Ammonia, 
Amine- 
Amid. 

Denuclein, 

Proteose, 

Peptone 

Ammonia, 
Amine- 
Amid. 

V 

62 

in 

•1- 

■ 

•1- 

0 

•1- 

•1- 

• 

a 

b 

C 

d 

a 

^ 

7 

d 

• 

4- 

+ 

+ 

I 

0-54 

0-33 

090 

177 

032 

0-48 

1-25 

205 

022 

015 

035 

028 

2 

0-46 

035 

095 

176 

0-36 

046 

1-28 

210 

010 

oil 

033 

0-34 

3 

0-56 

030 

0-98 

I  84 

0-39 

0-48 

125 

212 

01 7 

018 

027 

028 

4 

049 

0-33 

0-8S 

170 

027 

053 

127 

207 

022 

020 

039 

037 

5 

0-57 

029 

I  04 

I  90 

045 

042 

125 

2  12 

01 2 

013 

0-2I 

022 

6 

o-6i 

023 

I  06 

I  90 

046 

041 

i'35 

222 

015 

018 

029 

032 

7 

0-64 

025 

III 

200 

045 

040 

I  34 

219 

019 

015 

0-23 

019 

8 

0-57 

027 

097 

i-8i 

0-35 

0-45 

1-37 

2-17 

0-22 

018 

040 

036 

9 

0-64 

026 

081 

171 

053 

0-35 

lOI 

1-89 

Oil 

0-09 

020 

018 

10 

081 

0-41 

079 

201 

062 

0-48 

1-64 

274 

019 

0-07 

0-85 

073 

II 

0-82 

040 

116 

2-38 

0*62 

055 

1-41 

2-58 

020 

015 

0-25 

020 

12 

077 

0-39 

113 

2*29 

o'55 

0-58 

1-41 

2-54 

0-22 

019 

0-28 

0*25 

Mean 

o-i8 

015 

034  1  031 
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As  will  be  seen,  the  difference  a  -f-  a  is  in  all  twelve  ex- 
periments a  negative  quantity,  or,  in  other  words,  we  find  that 
the  mash  extract  always  contains  a  less  amount  of  albumins  I 
and  II  than  the  toluene  water  extract.  The  table  further  shows 
that  in  all  the  experiments  (excepting  No.  lo)  the  differences  a -7- a 
and  y^  -f-  b  are  very  nearly  identical,  though  with  opposite  signs, 
and  also  that  (again  with  the  exception  of  No.  10)  the  differences 
^  -^  d  and  y  -r-  c  are  throughout  equal.  It  seems  to  me  that 
this  tends  to  show  that  the  higher  nitrogen-content  of  the  mash 
extract  is  attributable  to  the  circumstance  that  during  the  mashing 
process  some  of  the  albuminoids  insoluble  in  water  are  split  up 
down  to  the  amine-amid-combinations^)  (7 -^- c  =  (5 -i- d),  whereas 
the  greater  proportions  of  denuclein,  proteoses  and  peptone  of 
the  mash  extract  originate  exclusively  in  the  proteolytic  cleavage 
of  the  albuminoids  soluble  in  water  (albumins  I  and  II)  —  {a-r-a. 
= /5 -T- b).  If  this  is  a  legitimate  conclusion,  it  really  goes  to 
prove  the  quantitative  accuracy  of  the  toluene  water  method. 

3.    Experimental  Errors. 

After  having  given  in  the  foregoing  pages  a  complete  de- 
scription of  the  modes  of  working  used,  it  will  be  necessary, 
before  we  proceed  to  deal  with  the  experiments  themselves,  to 
make  some  remarks  and  observations  concerning  the  analytical 
errors  incident  to  the  experiments. 

In  researches  like  these  it  will  be  particularly  important  to 
form  an  idea  of  how  great  an  error  of  experiment  we  have  to 
take  into  account  in  each  determination,  since  errors  will  other- 
wise be  apt  to  creep  in  when  we  have  to  interpret  the  results. 
For  the  purpose  of  guarding  against  this,  a  series  of  experiments 
was  made  —  altogether  by  the  above  methods  —  with  a  definite 
sample  of  completely  stored  barley.  It  is  worthy  of  notice  that 
the  sample  had-  been  stored  for  two  years  and  a  half  in  a  linen 


"•)  This  implies  a  rather  powerful  tryptase  action ,  which  may  seem  to  be  at 
variance  with  M.  Krandauer's  observations  —  see  Zeitschr.  f.  d.  ges.  Brauw., 
28,  449  (1905)  — .  I  may  mention,  however,  that  the  malt  samples  employed 
in  my  experiments  had  all  of  them  been  kiln-dried  at  a  temperature  not  ex- 
ceeding 45°,  a  circumstance  by  which  this  seeming  disagreement  between 
Krandauer's  observations  and  my  own  may  be  easily  accounted  for,  the 
more  so  if  we  take  also  in  account  the  results  obtained  by  Fr.  Weis:  Compt. 
rend,   des  Travaux  du  Laborat.   de  Carlsb.   5,   277   (1903). 
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bag  in  a  dry  locality  in  the  laboratory  and,  hence,  might  be  re- 
garded as  having  been  brought  into  a  state  of  absolute  equili- 
brium as  regards  the  composition  of  the  dry  substance.  The 
sample  was  cleaned  in  the  same  manner  as  those  set  apart  for 
the  principal  experiments. 

With  this  sample  two  series  of  experiments  were  set  on  foot, 
namely  one  series  exactly  by  method  I  and  another  by  method 
II,  six  to  ten  days  intervening  between  each  experiment. 

I  attach  considerable  importance  to  these  determinations  of 
sources  of  error  and,  therefore,  have  thought  proper  to  give  all 
the  analytical  numbers  as  directly  determined.  By  means  of  these, 
my  readers  are  enabled  to  judge  of  the  value  of  these  deter- 
minations. 

The  foregoing  three  tables  contain  all  the  details  of  these 
experiments.  Table  IV  (p.  251)  gives  the  analytical  values  as  di- 
rectly determined.  The  results  calculated  for  the  unity  10,000 
corns  are  recorded  in  Table  V  (p.  252),  and  Table  VI  (p.  253) 
summarizes  the  results  calculated  for  the  unity  1000  gr.  of  dry 
matter  of  barley. 

Method  I  —  see  p.  240 — 244  —  is  the  one  employed  for 
the  first  barley  ripening  experiment,  and  Method  II  —  see  p.  244 
—  that  used  in  the  second  and  third  principal  experiments. 

On  looking  at  the  "greatest  differences"  stated  in  the  pre- 
ceding tables,  it  will  be  noticed  that  they  vary  somewhat  with  the 
different  proteids.  I  therefore  believe  I  am  justified  in  sup- 
posing that  each  proteid  estimation  is  equally  subject  to  error, 
and  it  appears  to  be  most  natural  to  take  the  greatest  of  the 
"greatest  differences"  as  the  ultimate  analytical  error  in  each 
proteid  estimation.  This  is  how  I  arrive  at  the  ultimate  "errors 
of  analysis"  collected  in  the  following  table,  which  will  be  taken 
into  account  later,  when  we  come  to  the  interpretation  of  the 
experiments. 

It  is  obvious  that  Method  II  is  more  reliable  than  Method  I, 
for  the  plain  reason  that  the  corn  weight  is  determined  by  the 
former  with  a  much  higher  degree  of  accuracy  than  by  the  latter. 

A  particulary  striking  feature  is  the  great  error  which  we 
are  obliged  to  make  allowance  for  in  regard  to  the  estimation 
of  total  nitrogen,  even  though,  as  is  done  in  all  these  analyses, 
this  estimation  is  made  throughout  on  100  corns  (about  3  to  4 
gr.  of  dry  substance  of  barley).     This,  however,  is  nothing  new. 
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C.  Bleisch  and  P.  Regensbu  rger^)  have  clearly  shown  how 
cautious  we  must  be  in  regard  to  our  ideas  as  to  the  degree  of 
precision  with  which  the  total  nitrogen  content  of  barley  crops 
can  be  determined. 

This  difficulty  leads  me  to  put  this  question:  —  How  can 
it  still  be  maintained  that  the  total  nitrogen  content 
of  dry  barley  may  afford  a  standard  in  the  valuation  of 
malting  barley,  at  any  rate  within  so  narrow  limits  as 
those  proposed  by  Haase.^* 


4.    Principal  Experiments. 

Barley  Ripening   Experiment  I  —  (1901). 

By  the  obliging  kindness  of  Professor  T.  Wester  man  n  a 
lot  of  ground  in  the  experimental  field  of  the  Copenhagen  Col- 
lege of  Agriculture  was  left  me  for  use  in  the  cultivation  of  the 
badey  sample.  The  lot  had  a  superficial  content  of  about  70 
square  metres;  it  was  of  common  manuring  cultivation  and  was 
subjected  to  the  usual  preliminary  treatments.    In    order  to  have 


^)  Zeitschr.   f,   d.  ges.   Brauw.   27,   729  (1904). 
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the  various  stages  of  maturation  determined  in  a  satisfactory 
manner,  I  applied  to  Mr.  A.  Christensen,  assistant  to  the  Royal 
Veterinary  and  Agricultural  College  at  Copenhagen,  who  was 
kind  enough  to  charge  himself  with  this  part  of  the  task.  The 
experimental  plot  was,  in  the  early  part  of  May  1901,  sown  with 
two-rowed  Prentice  barley  of  the  Lyngby  type.  The  weather 
was  damp  and  cold  until  about  the  22nd  of  June;  but  from  this 
date  till  the  23nd  of  July  it  was,  on  the  contrary,  very  warm 
and  dry.  During  the  remaining  part  of  the  time  that  the  ex- 
periment lasted,  the  weather  was  generally  dry  and  warm.  On 
account  of  these  conditions  the  period  of  development  —  reckoned 
from  grisen-ripeness  to  full  maturity  —  was  of  very  short  dura- 
tion, viz.  from  the  24th  of  July  to  the  13th  of  August,  or  twenty  days. 

The  barley  thus  grown  was  examined  in  six  different  stages 
of  ripeness.  The  details  are  given  in  Table  IX.  Storage  ex- 
periments were  made  only  with  the  last  sample  —  over-ripeness 
—  and  extended  over   14,  44  and  64  days'  storage. 

Table  VIII  (p.  256)  contains  all  the  numbers  determined  by 
direct  analysis.  The  method  used  was  the  one  referred  to  as 
Method  I  (see  p.  p.  240—43). 

Barley  Ripening   Experiment   II  —  (1903). 

The  cultivation  of  this  sample  was  made  in  a  lot  of  the  ex- 
perimental field  of  the  Agricultural  College  entirely  similar  to 
that  used  for  the  first  ripening  experiment.  The  lot  was  about 
the  middle  ot  May  1903  likewise  sown  with  two-rowed  Prentice 
barley  of  the  Lyngby  type.  Towards  the  end  of  June  the 
weather  was  generally  cool,  with  many  wet  days,  followed  by 
a  warm  and  dry  period,  which  lasted  till  about  the  24th  of 
July.  From  this  date  till  the  end  of  the  experiment  the 
weather  was  rather  cool  with  abundant  rain-fall,  in  consequence 
of  which  the  period  of  growth  and  maturation  extended  over  a 
gteater  length  of  time  —  viz.  from  the  27th  of  July  till  the  28th 
of  August,  or  thirty-two  days  —  than  it  did  in  experiment  I. 

This  experiment,  like  the  preceding  one,  comprised  six  dif- 
ferent stages  of  ripeness,  about  which  further  details  will  be  given 
in  Table  XI.  Storage  experiments  were  instituted  with  the  last 
three  maturation  samples,  which  were  examined  after  from  28  to 
59  days'  storage.  In  this  experiment  the  analytical  determina- 
tions were  performed  according  to  Method  II  (see  p.  244). 


259 


in 
O 


X 

a; 

H 

c 


s 

c 
.2 

-J— I 
OS 

s 

J2 


in 
in 

c 


03 

>     Qu 


!LI 


o 


^    "IS 


m 

n 

<u 

-D 

(1) 

U 

in 

JD 

>> 

e 

OS 

<u 

G 

cti 

X 

<u 

11 

^ 

-^-> 

-Q 

rrt 

G 

r^ 

-a 

G 

3 

,o 

X 

w 

CQ 

< 


HO^N 

UJJOll 

«Vi 

\r\ 

^, 

JO  -00  CV5  pBa]xa 

On 

" 

"* 

:o 

00 

0 

JO  -OD  oS  !  piov 

b 

1-4 

CI 

0 

C/3 

l-H 

ON 

r~» 

On 

oc 

P< 

o 

■^ 

N 

CO 

CO 

CO 

CO 

6 

o 

•1- 

I 

>-, 

0 
< 

00 

Tf 

^ 

00 

r^ 

N 

^ 

M 

CO 

-■^ 

■^ 

^ 

-+ 

^^ 

^ 

3 

;:2 

.1. 

^ 

c   u 

03 

"  o 

'0 

0 

^ 

CO 

^ 

0 
'■0 

^ 

^    G 

OS 

VO 

ON 

^ 

■* 
^ 

VO 

CO 

<4-l 

« 

o 

U 

l-H 

Tl- 

00 

« 

- 

0 

u 

c 

(-1 

C^ 

N 

CO 

CO 

r) 

O 

c« 

ir> 

, , 

« 

io 

00 

00 

t^ 

VO 

vb 

SUJOO    JO 

vO 

On 

CO 

VO 

00 

t^ 

CQ 

jaquinu  oo  uoq 

b 

0 

•n|os  JO  -DO  oS 

ir^ 

U-) 

LO 

u^ 

W) 

w^ 

SUJOO 

0 

\r^ 

CO 

t^ 

00 

0 

< 

OOO'OI    UI  9DUBJS 

CO 

CO 

t^ 

VO 

t^ 

CO 

-qns  Xjp  JO  -jQ 

t^ 

f^ 

r^ 

10 

Ov 

00 

"^ 

C) 

CO 

Tl- 

"^ 

^ 

LO 

10 

0 

VO 

\jr\ 

VO 

SUJOD    OOS 

N 

VO 

MD 

CO 

\r\ 

VO 

M 

r^ 

C^ 

Tt 

■^ 

10 

ui  qsB  JO  UQ 

'-I 

'-I 

c^ 

c< 

M 

N 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

piDB   'UIOU 

0 

^ 

N 

CO 

0 

VO 

o 

OX/^    JO    -00    CV) 

ro 

■^ 

ON 

ON 

Tj- 

LO 

N 

CO 

rj- 

10 

r^ 

r^ 

SlUOD    OOI     UI   '^ 

90UB;sqns  Xjp 

CO 
ON 

10 

l-l 

Ov 
ON 

VO 

ON 

0 

CO 

^ 

JO    O/j,    _    SUItJ) 

0 

VO 

CO 

b 

On 

r^ 

-UOD  9lduiBS  91JJL 

CO 

CO 

'^ 

LO 

LO 

VO 

SUJOD 

rh 

„ 

CO 

VO 

N 

^ 

sno9nbB  oooi  jo 

ON 

^ 

vrj 

10 

0 

r^ 

Ki 

to 

'^ 

t^ 

On 

CO 

•jS  ui  5q2i9^ 

lr> 

t^ 

00 

00 

00 

t-- 

<0 

in 

(A 
t/) 

1) 

CA 
t/) 

0) 

trt 

nS 

G 

c 

in 

>^ 

<n 

f- 

<u 

(U 

lU 

tn 

O 

^ 

o     -b 

"u 

"E 

c 

Oh 

i-i 
3 

C 
(U 

13 

a;       5 

G 
<u 

c 

0 

'C 

CS 

R 

re        rt 

u 

fcjO 

? 

^ 

3 

Li 

> 

C 

=! 
O 

CQ 

> 

f^H 

c 

G 

CO 

0 

t-^ 

00 

^ 

0) 

^ 
« 
rt 

S     G      c     «r) 

^ 

e  sa 
take 

xami 
(190 

X 

to 

3 

_ 

E 

0) 

■4-1 

G 

^         2         Q 

*-»            TO 

J 

3 
1— > 

3 
< 

<u 

in 

X 


E 

3 

G 


> 


'c 


3 
bx) 

<4= 


26o 


> 

c 

Jul 

'L! 

3 

(K! 

C 

^ 

"-        !"        P                   ^ 

^     B     ^    ^     "" 

(Lk>       3       a       3       g. 

fD 

00 

•~a 

o 

C>J 

to 

o,      P        X-       fD 
"^      3       (T)       3 

r 

p 

c 

^ 

fD 

p 

Fd" 

■-1 

> 

< 

c 

3     ' 

P5 

fD 

O 

fD 

(7C! 
--I 

Cfq 
"1 

3     ^ 
P      p. 

•^^i 

•-( 

y 

Q 

fD 

n 

c     ^ 

^ 

p 

^ 

3 

^         fT> 

o 

3 

■-i 

2. 

2 

-5' 

•5' 

^  a, 

n 

t/i 

'-^ 

fD 

3 

fD 
3 

H 

C/5 

3 

n 

fD 

O 

ft 

Cfl 

Cfi 

>-t 

t/i 

C« 

VI 

<ji 

u> 

4^ 

00 

4^ 

to 

^J 

Gr.  of  dry  substance 

OJ 

^1 

ON 

^j 

oj 

OJ 

1 

^-J 

o 

00 

^4 

OJ 

<_n 

O 

in   io,ooo  corns 

o 

o 

o 

O 

o 

O 

^J\ 

00 

00 

•<i 

ON 

Lk> 

1— 1 

> 

■^ 

-fi. 

4^ 

ON 

ON 

4^ 

o' 

M 

3 

o 

q 
oi 

q 

q 
to 

q 
to 

O 

d 

ON 

O 

1-^ 

3 
5" 

8 

o 

o 

o 
•-J 

o.o 

q 

q 
1-1 

q 
»>4 

q 

o 
d 

q 

Denuclein 

3 

C>J 

'-' 

M 

w 

1-4 

00 

o 

o 

o 

3 

o 

o 

o 

O 

o 

d 

00 

o 
d 

to 

Proteose 

P_ 

3' 

o 

o 

o 

o 

o 

O 

M 

M 

1-1 

o 

o 

O 

Peptone 

V 

On 

LkJ 

"-I 

00 

On 

On 

o 

3_ 

o 

o 

O 

o 

1-1 

O 

O 

Ammonia, 

^ 

ON 

ON 

ON 

o 

NO 

Amine-Amid 

-t 

o 

Cfq 
o 
3 

o 

i-i 

M 

>_ 

M 

hH 

HH 

Soluble 

5* 

o 

On 

vO 
(.n 

M 

00 

4^ 

combinations 

fD 

O 

00 

00 

ON 

+- 

to 

1-1 

Insoluble 

o' 

00 

4^ 

ON 

00 

00 

combinations 

3 
o 

o 

O 

O 

00 

On 

4^ 

OJ 

Sum  of 

i-h 

ON 

4^ 

ON 

o 

00 

00 
to 

to 
to 

Nitrogen 

i_i 

l-H 

^ 

^ 

O 

to 

00 

UJ 

00 

00 

On 

Gr.   of  ash 

o 
o  2 

3    O 

i-i 

OJ 

00 

00 

O 

u> 

U> 

P 

Cs) 

00 

4^ 

to 

^4 

Acid  CO  cc. 

3    f^ 

°  2 

vO 

"<i 

-<I 

vO 

OO 

ON 

00 

n.  NaOH 

D 

o 

1-4 

-< 

M 

o 

o 

Albumins 

00 

o 

O 

o 

^ 

OJ 

I  og  II 

C/5 

O 

d 

o 

w 

ON 

to 

4>. 

3 
o 

o 

o 

o 

o 

O 

Denuclein, 

K) 

10 

to 

M 

to 

M 

Proteose  and 

^a 

4i- 

4^ 

vO 

to 

00 

Pe^ 

none 

'5' 

fD 

2. 

5' 

crq 

W 
X 
'T3 


NO 

■O 


> 
td 
r 
w 

X 


26l 


X 

w 

< 


HO^N'^iJouo'/i 

lO 

lO 

O 

vO 

?^ 

JO    DDCOPBJlxa 

jooooS  u|  ppv 

00 

MD 

NO 

00 

ON 

p 

p 

C>4 

N 

N 

32 

o 

in 

ON 

N 

ro 

00 

00 

ON 

N 

i_^ 

o 

be 

ro 

ro 

CO 

rO 

ro 

CO 

CO 

■+ 

-t 

^ 

o 

c 

o 

•1- 

00 

O 

O 

00 

00 

VO 

VO 

(U 

^ 

3 

1. 

o 

a 

•r 

o 

^ 

2 

< 

■«t 

t-^ 

r^ 

N 

ro 

CO 

NO 

VO 

-1- 

Tt- 

ro 

ro 

Tl- 

Tt 

"<t 

CO 

^ 

■^ 

u 

-"^ 

r^ 

t^ 

N 

rh 

rl- 

NO 

Tl- 

■+ 

C 

o 
o 

ho 

■* 

ro 

ro 

^ 

Th 

"* 

CO 

'^ 

Tj- 

o 

rt 

M 

CJ 

M 

00 

ON 

►-" 

O 

CO 

o 

N 

ON 

4; 

c 

fO 

M 

M 

CO 

ro 

N 

N 

cq 

N 

(^ 

m 

O 
o 

« 

W5       S      ^^' 

N 

\I^ 

NO 

^ 

M 

o 

NO 

N 

NO 

O 

rt     o    ^ 

t^ 

\J-\ 

iO 

r^ 

t^ 

t^ 

NO 

t^ 

!>. 

■!-> 

SUJOD   JO 

O 

VO 

NO 

00 

t^ 

t^ 

t^ 

t^ 

r^ 

pq    1  aaqiunu  oo  uoq 

„ 

^H 

;_ 

'^ 

;_ 

^ 

-n{os  JO  -00  oS 

U-) 

u-1 

lO 

lO 

VO 

VO 

VO 

VO 

VO 

SUJOD  OOO'Ol 

t-^ 

VO 

t^ 

00 

t-. 

t^ 

1       o 

O 

On 

< 

ui  aouBjsqns 
Xjp  JO   -JQ 

to 

VO 

lO 

ON 

NO 

00 

o 

ON 

CO 

00 

00 

00 

00 

'* 

^ 

^ 

^ 

Tf 

rt- 

'^ 

■* 

Th 

\r\ 

N 

O 

VO 

o 

O 

NO 

CO 

O 

SUJOD   003   UI 

ro 

w-i 

t^ 

VO 

ro 

O 

NO 

hH 

^4 

'Zl 

Tj- 

VO 

to 

Th 

VO 

VO 

VO 

NO 

NO 

qsB  JO    JQ 

b 

b 

b 

b 

b 

b 

b 

b 

M 

b 

•piDB  -tUJOU 

ro 

00 

rh 

o 

NO 

o 

VO 

r^ 

NH 

o 

OT/^  JO   -OD  CO 

O^ 

o 

O 

Th 

NO 

o 

VO 

00 

0^ 

SUJOD  OOI  UI  '^ 

lO 

VO 

NO 

t^ 

r-* 

00 

r^ 

r^ 

1^ 

3DUBjsqns  Xjp 

On 

NO 

VO 

NO 

Tt- 

t^ 

!       o 

r^ 

,_^ 

X) 

JO  %  ~  SUIBl 
-UODD|duiBS3qj^ 

ON 

00 

fO 

ON 

ON 

ON 

CO 

Th 

t^ 

o 

CO 

■^ 

ON 

'^ 

VO 

t-^ 

CO 

^ 

lO 

00 

00 

VO 

00 

00 

NO 

00 

00 

SUJOD  snoanbij 

VO 

VO 

ro 

N 

o 

t^ 

NO 

NO 

o 

ct 

OOOI    JO 

•jS  ui  iqSia^ 

vn 

^ 

O 

o 

ro 

00 

'         r^ 

^ 

p 

ON 

00 

lO 

VO 

ro 
00 

VO 

NO 
VO 

t^ 

do 

VO 

VO 

a; 

'C          (« 

rC 

tore 
for 
day 

o 

00 

NO 
LO 

O 

00 

ON 
VO 

O 

00 

NO 

VO 

•^    3    

^       >                    V                      ^ 

ssDuadiJ 

Xjuni-Bui 

ssDuadiJ 

3 
O 

^^      a 

-AvoipA 

11"^ 

-jaAQ 

'^ 

" 

' 

' 

-a 

t^ 

Tf 

N 

00 

VO 

NO 

r^ 

VO 

N 

c    «^    a  ^ 

«s 

M 

N 

1   e   £  .5  S^ 

(L> 

U 

li 

Date 

the  sa 

as  talc 

exam 

(19 

ugust 

s 

(U 

O 

o 

4-1 
3 

o 

4J 

0) 

o 

S 

1 

o 

1 

^ 

1    < 

C/3 

O 

< 

Ol 

U 

c/: 

O 

^ 

•A 


s 


t/3 

_o 


3 


l8 


262 


"Z 

C 

IT. 

o   ^    > 

o 

^      > 

^ 

1 

o 

0) 

3 
cr 

o 

o 

cr 

fD 
"I 

3 

cr 

^    3     I 

^     cr 

o 

o 
cr 
n> 
■-) 

3     i^ 
cr 

CD         t«         £3'       O 

--^         X           r^          <T>           !" 

'        nS        1        1-      -        - 

OJ      S      3      3      S- 

a> 

1                    H) 

fD 

•-1 

1                    "^ 

•-) 

3       rt       3 

> 

3 

to      to      to 

i-i 

l-l             M 

to 

fjx 

--I 

On    en       00 

to 

-fi-           ^ 

1                          ^ 

J 

^ 

^ 

o' 

Over- 

Full 

Y 

ellow- 

3           cr. 

ps 

i                  .r^          r-          O           M 

fn 

n 

Deness 

maturity 

ri 

Deness 

7               ft 

o 
•-1 

' 

'"'" 

" 

to 

00 

O 

vO        00      ^ 

en 

ON 

00     o 

Stored  for  — days 

Cn> 

4^ 

00 

00 

00 

-^      -P^      -?>■ 

vO       00     vO 

en 

4^     -f^ 
en     en 

Gr.  of  dry  substance 

ts> 

00 

C/J 

O          ON      ^ 

en 

On      On 

vO 

o 

o 

•^      ^-J       00 

^J 

On    -<I 

in  1 0,000  corns 

' 

o 

o 

o 

o    o    o 

o 

o    o 

^J 

On 

Krx 

cK    00    00 

en 

4^      00 

> 

M 

vO 

O 

■f^ 

to        w       4». 

to 

NO      4^ 

0^ 

c 

3 

0 

8 
0 

o 

O 

O 

o     o    o 

o 

O      O 

to 

4=' 

C>J 

■f>^             to             HH 

Oo 

OJ      to 

3 

%' 

vO 

00 

u> 

-1^     to    vo 

00 

00     to 

0 

3 

C/l 

o 

o 

O 

o    o    o 

o 

o    o 

M 

hH 

M 

l-l      t-l      h-l 

M 

M            M 

Denuclein 

0 

OJ 

l-l 

'"' 

hH 

OO         ON        M 

o 

eo    u> 

0 
3 

£. 
3' 

o 

0 

d 

o 

o     o     o 

o 

o     o 

Proteose 

OJ 

1 

o 

o 

o 

o    o    o 

o 

o    o 

, 

vO 

vO 

On 

l-l        11      c^ 

d 

NO 

d    « 

NO           W 

Peptone 

0 

3 

q 

o 

o 

O 

o    o    o 

o 

o    o 

Ammonia, 

6 

d^ 

Kr\ 

6s 

0\      On      On 

-f^ 

4i.       On 

^-^ 

■|5«- 

00 

■^ 

Kj\ 

O       to      en 

oo 

O      en 

Amine-Amid 

0 
crq 

01 

q           KJ 

'-; 

*■*, 

l-l            l-H            W 

l-H 

^       w 

Soluble 

3 

d          d 

MD 

^-j 

vO      vO      vO 

en 

4^      NO 

N^*                     1 

On                On 

Ui 

vO 

O      to      to 

to 

nO      en 

combinations 

3 

q 

vO 

vO 

00 

NO       00      00 

On 

^J         ON 

Insoluble 

rt 

On 

d 

(■5 

^ 

eo     00    ^ 

NO 

o    eo 

hH 

HH 

*-j 

00 

O         O       Jr- 

•^ 

to      en 

combinations 

o" 
3 

HH 

»-• 

■   o 

hH 

w 

o 

-    o    o 

00 

00    00 

Sum   of 

0 

On 
4^ 

o 

o 

to 

^4 

to      ^     UJ 

O       to       ON 

On 

en     oo 

Nitrogen 

-^ 

„ 

w 

HI 

M           M            hH 

hH 

«    H. 

„ 

q 

OJ 

OJ 

to 

to      t^      to 

to 

to      to 

Gr.  of  ash       ^  9 

->4 

d 

6 

00 

en       On      K) 

00 

»<J             l-H 

Q    n 

hi^ 

uri 

^j 

OJ 

O      en       00 

en 

On      00 

2g 
S.  0 

C/J 

-^ 

o 

CO 

00 

OJ      OJ      OJ 
00      On     en 

to 

e»o    eo 
w     4^ 

Acid  cv>  cc. 

vO 

Cs 

OS 

*J 

*-j      00    ^a 

d 

O        NO 

n.  NaOH 

3 

hH 

H-. 

o 

M            M            M 

o 

o     « 

Albumins 

d 

o 

00 

o    o    o 

vO 

00      O 

I  og  II 

O 

d  ' 

On 

00 

^J 

On    OJ     W 

o 

^J       On 

C/2 

3 

Denuclein, 

o 

q 

o 
to 

Q     9     Q 
to      to      to 

q 

q     o 
to      to 

Proteose  and 

0 

^ 

to 

U> 

•-J 

4^      ^     -^ 

NO 

to     -^ 

Peptone 

to 

1 

NO 

en     en        1 

On 
Co 

^     1 

Vegetative 

<:^ 

0^ 

1 

On      On       ' 

On 

ob     ' 

energy 

0 
0 

00 

1 

vo       "-" 
NO       to         1 

en 

to 

•^     1 

Vegetative 

-1^ 

to 

On    ^        ' 

00 

ti    1 

capacity 

263 


Barley  Ripening  Experiment  111  —  (1905). 

The  materials  for  this  experiment  were  cultivated  in  my 
garden  at  Glostrup,  near  Copenhagen,  on  a  lot  of  ground  7 
square  metres  in  extent.  This  was  a  piece  of  common  arable 
land  rich  in  mould  and  having  a  clayey  subsoil.  The  year  be- 
fore it  had  been  taken  into  cultivation  for  gardening  purposes, 
and  in  the  autumn  it  was  dug  and  dunged  with  horse-manure 
in  the  usual  manner.  In  April  1905  the  lot  was  again  dug  and 
several  times  thoroughly  raked. 

On  the  4th  of  May  it  was  sown  with  a  perfectly  pure 
sample  of  Primus  barley  from  Svalof  —  Pedigree  improvement  — , 
which  had  been  very  kindly  sent  me  by  "Sveriges  Utsadesfore- 
ning  i  Svalof  (the  Swedish  Seed-corn  Association  at  Svalof).  The 
sample,  which  proceeded  from  the  harvest  of  1904  and  had  been 
brought  under  cultivation  at  the  experiment  station  at  Svalof,  had 
been  botanically  examined  and  tested  by  Dr.  H.  Ted  in,  and  is 
entered  in  the  annual  report  of  the  above  association  with  No.  0706 
in  the  book  of  genealogy.  Thus  there  was  every  safety  that 
the  seed  sown  for  this  experiment  was  a  perfectly  pure  stock, 
and  one  well  defined  botanically.  In  this  particular  the  present, 
experiment  differs  from  the  two  foregoing,  which  were  made 
with  stocks  the  purity  of  which,  from  a  botanical  point  of  view, 
was  less  certain. 

As  regards  the  weather,  it  was  cold  in  the  month  of  May; 
but  in  June  it  was  warm  and  dry  and  very  windy,  remaining 
essentially  so  until  the  time  when  the  first  sample  was  taken, 
the  17th  of  July.  From  this  date  till  the  end  of  the  experiment 
the  weather  was  warm  and  of  middle  humidity.  On  account  of 
these  seasonal  conditions  the  growth  and  maturation  period  was 
of  nearly  the  normal  duration,  namely  from  July  17  to  August 
14,  or  twenty-eight  days. 

The  experiment  comprised  four  stages  of  ripeness,  for  de- 
tails on  which  I  refer  to  Table  XV.  Storage  experiments  were 
made  with  the  last  three  maturity  samples,  which  were  examined 
after  from  thirty  to  sixty-three  days'  storage. 

In  this  experiment  the  analytical  experiments  were  made  by 
method  II  (see  p.  244). 

In  Table  XIV  the  analytical  numbers  for  the  ripening  sam- 
ples are  set  forth,  and  in  Table  XVI  those  of  the  storage  samples. 
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5.    Interpretation  of  the  Barley  Ripening  Experiments. 

Before  we  proceed  to  consider  the  results  deducible  from 
the  figures  embodied  in  the  preceding  tables,  it  must  be  clear 
before  us  that  the  designations  ''green-ripeness",  ''yellow-ripe- 
ness", etc ,  are  by  no  means  to  be  looked  upon  as  absolute 
values.  In  fact,  the  characterization  given  on  p.  238  of  the  dif- 
ferent stages  of  ripeness  must  not  be  regarded  as  scientifically 
established,  but  merely  as  a  purely  practical  —  but  also  practi- 
cally legitimate  —  description.  It  is  no  easy  matter  to  gather 
a  conveniently  large  sample  of  barley  which  has  arrived  at  a 
definite  and  indisputable  degree  of  maturity.  In  this  respect  I 
feel  justified  in  stating  that  I  have  tried  to  determine  with  the 
greatest  possible  amount  of  practical  accuracy  the  degree  of 
ripeness  at  which  the  samples  had  arrived,  and  I  dare  say  my 
results  go  to  show  that  my  object  has  been  attained.  The  main 
point  is  that  we  should  have  before  us  a  progressive  series  of 
developmental  stages  ranging  almost  from  the  formation  of  the 
barley  corn  (green-ripeness  or  early  green-ripeness)  till  it  has 
acquired  full  maturity.  The  stage  of  over-ripeness  simply 
means  that  the  corn  has  remained  in  connection  with  the  mother- 
plant  beyond  the  full  ripeness  stage  The  stage  which  offers 
the  highest  degree  of  surety  as  regards  a  correct  judgment  is 
doubtless  the  stage  of  full  maturity;  yet  even  here  slight  errors 
(one  or  two  days)  cannot  always  be  precluded,  especially  when 
the  period  of  development  is  very  long. 

On  considering  the  duration  of  the  developmental  periods 
in  the  three  experiments  —  reckoning,  as  before,  from  green- 
ripeness  or  early  green-ripeness  — ,  it  will  be  seen  that  the 
duration  was  20  days  in  the  first,  32  days  in  the  second,  and 
28  days  in  the  third  experiment.  We  shall  therefore  be  justified 
in  stating  that  the  ist  experiment  (1901)  had  a  short,  the 
2ncl  (1903)  a  long,  and  the  3rd  experiment  an  approximately 
normal  period  of  development,  which  was,  however,  in  the  last 
case  rather  a  little  too  long  than  too  short.  In  this  view  of  the 
matter,  the  duration  of  the  developmental  period  will  be  a  con- 
sequence of  the  atmospheric  conditions  obtaining  during  the 
particular  experiment,  provided  the  date  of  sowing  be  as  near 
as  possible  the  same.   A  short  period  of  development  corresponds 
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to  a  warm  and  dry  summer,  whilst  a  long  period  is  a  result  of 
a  wet  and  cold  summer. 

Further  I  must  emphasize  that  the  materials  employed  for 
the  experiments  I  and  II  had  been  grown  in  one  and  the  same 
place  (the  experiment  field  of  the  Agricultural  College)  and  pro- 
ceed from  one  and  the  same  sort  of  barley  (Prentice  barley), 
whereas  the  material  for  experiment  III  had  been  grown  in  a 
garden  at  Glostrup  and,  accordingly,  perhaps  under  somewhat 
different  conditions  of  soil,  besides  being  developed  from  Primus 
barley  grown  at  the  experiment  station  at  Svalof. 

Finally,  it  is  also  to  be  observed  that  I  have  thought  proper 
to  keep  development  and  storage  distinct  in  judging  the  results, 
since  it  will  be  an  easy  matter  later  on  to  connect  these  two 
factors,  which  are  in  reality  so  widely  different. 


a.    Growth  and  Ripening  of  Barley. 

By  way  of  bringing  together  in  a  connected  form  the  nume- 
rical results  of  these  experiments,  I  have  plotted  them  out  on 
two  series  of  curves  —  see  Curve  Tables  I  and  II  — ,  where 
the  abscissa  lines  represent  the  number  of  days  which  have 
elapsed  after  the  stage  of  green- ripeness  or  early  green-ripeness, 
whilst  the  ordinates  represent  the  values  found  for  the  respective 
combinations  or  groups  of  combinations,  the  unity  adopted 
being  10,000  corns  in  Table  I  (excepting  the  case  of  dry  sub- 
stance and  acidity)  and   100  corns  in  Table  II. 

For  the  purpose  of  forming,  to  begin  with,  an  idea  of  the 
reliability  of  the  continuity  in  the  three  maturation  experiments,  it 
will  be  instructive  to  glance  at  the  four  curves  **Dry  Substance", 
*'Ash",  'Total  Nitrogen"  and  "Insoluble  Nitrogen"  —  Table  I. 
It  is  conspicuous  that,  within  each  experiment,  these  four  curves 
show  as  close  a  congruity  among  themselves  as  regards  their 
rising  and  falling  off  as  may  reasonably  be  expected.  The  ap- 
parent deviations  in  this  respect  may  be  said  to  be  so  slight 
that  they  may  be  safely  referred  to  analytical  errors^).  We  shall 
therefore    be  justified    in   considering   this  accordance  as  a  proof 


'■)  The    magnitude    of    analytical    errors    is    stated    throughout    at    the    bottom    of 
each  table. 
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that  the  experimental  materials  are  sufficiently  reliable  to  serve 
as  a  basis  for  the  following  considerations. 

In  further  considering  the  four  curves  referred  to  above  — 
Dry  Substance,  Mineral  Constituents,  Total  and  Insoluble  Nitro- 
gens — ,  it  is  to  be  observed  at  once  that  the  Dry  Substance 
Curve  in  Table  I  has  been  drawn  with  only  ^/loo  of  the  value 
for  which  the  other  three  curves  have  been  put  down;  hence, 
of  course.  Curve  Table  I  can  only  help  us  to  form  a  rough 
estimate.  With  all  four  curves,  however,  it  is  at  once  conspicuous 
that  the  growth  of  the  barley  is  particularly  strong  during  that 
period  which  extends  to  the  stage  of  yellow-ripeness.  The  corn 
has  then  very  nearly  attained  its  full  weight ;  at  any  rate,  it  may 
be  said  to  have  reached  its  maximum  volume.  The  growth  con- 
tinues,  but  in  a  much  less  degree,  from  yellow-ripeness  to  full 
maturity,  at  which  latter  stage  the  grain  has  generally  attained 
its  greatest  dry  substance  weight;  then. the  growth  ceases  entirely. 
If  the  corn  remains  attached  to  the  mother-plant  beyond  the 
stage  of  full  maturity,  a  falling  off  becomes  observable  not  only 
in  the  amount  of  dry  substance,  but  also  in  that  of  mineral  con- 
stituents, total  and  insoluble  nitrogen.  Here  the  objection  may 
be  made  that  mineral  constituents,  total  and  insoluble  nitrogen 
in  experiment  II  show  a  rise  from  full  maturity  to  over-ripeness, 
and  that  dry  substance  in  experiment  III  is  falling  off  already 
between  yellow-ripeness  and  full  maturity.  But  when  we  make 
due  allowance  for  the  value  of  experimental  errors,  this  objec- 
tion falls  to  the  ground,  and  it  becomes  evident  that  the  above 
statement  holds  good.  In  fact,  a  reference  to  Tables  XI  and 
XV  will  show  that,  in  the  case  of  experiment  II,  the  rises  oc- 
curring from  full  maturity  to  over-ripeness  are  constantly  lower 
than  the  respective  experimental  errors,  viz.  for  mineral  consti- 
tuents 0*55  and  071  respectively,  in  the  case  of  total  nitrogen 
0'2i  and  064,  in  that  of  insoluble  nitrogen  034  and  0.61,  whilst 
the  falling  off  in  dry  substance  from  yellow-ripeness  to  full  ma- 
turity in  experiment  III  amounts  to  (^'^  gr.,  as  compared  with 
an  experimental  error  of  37  gr. 

For  the  sake  of  rendering  still  more  apparent  the  relations 
between  these  four  curves,  I  have  brought  them  together  in 
Curve  Table  II,  indicating  their  mutual  relations.  In  order  not 
to  make  the  table  disproportionally  large,  I  have  left  out  that 
portion    of  the   curves   which    represents   from   07    to   35    gr.  of 
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substance  in   100  corns.     The  table  will   be  easily  intelligible  by 
means  of  the  particulars  given  in  it. 

This  curve  table  gives  a  far  more  distinct  picture  of  the 
growth  and  ripening  conditions  of  barley  than  Table  I,  the  more 
so  as,  besides  stating  the  real  values  directly  found,  I  have 
imagined  a  prolongation  of  each  curve  beyond  the  initial  and 
concluding  experiments,  these  prolongations  being  of  course  re- 
presented by  straight  (dotted)  lines.  This  furnishes  a  picture  of 
the  state  of  things  obtaining  before  and  after  the  experimental 
periods,  although  a  picture  which  must  be  handled  very  cautiously, 
especially  as  regards  the  after  period. 

Let  us  first  consider  the  antecedent  periods,  as  repre- 
sented by  the  dotted  curve  pieces  relating  to  the  period  pre- 
ceding the  stage  of  green-ripeness.  It  will  be  seen  that  all  four 
curves  meet  very  near  the  same  point  of  the  abscissa  axis;  and 
a  further  comparison  between  the  three  experiments  shows  that 
the  point  of  the  abscissa  line  where  they  converge  is  (in  all  three 
experiments)  almost  at  an  equal  distance  from  the  green-ripeness 
stage  (point  o).  This  approximate  accordance  appears  to  war- 
rant the  conclusion  that  the  way  in  which  the  barley  corn  deve- 
lops, from  its  coming  into  existence  till  the  stage  of  green-ripe- 
ness, is  not  affected  to  any  essential  degree  by  the  soil  or  by 
changes  in  the  weather,  and  it  also  seems  to  be  the  same  in 
different  varieties  of  barley.  Now  since  the  characteristics  of 
each  particular  variety  were  implanted  in  the  very  germ  of  the 
corn  sown,  the  considerations  here  given  seem  to  indicate  that 
the  variety  of  barley  cannot  per  se  be  absolutely  conclusive 
for  the  dry  matter  composition  of  the  crops.  We  shall  revert  to 
this  question  later  on. 

Now  if  we  glance  at  the  after  periods  —  the  dotted  curve 
pieces  produced  beyond  the  over-ripeness  stage  — ,  we  at  once 
come  across  a  great  difference  between  the  experiments  I  and 
II.  In  experiment  I  these  curves  soon  fall  on  the  abscissa 
axis,  whereas  in  experiment  II  it  is  only  after  a  very  long  time 
that  they  reach  down  to  it.  Now  it  is  evident  that  our  experi- 
mental facts  do  not  possibly  admit  of  being  interpreted  on  the 
assumption  that  in  experiment  I  the  dry  substance  of  the  barley 
corn  has  been  used  up  altogether  when  the  corn  has  been  al- 
lowed to  over-ripen  on  the  mother-plant  for  93  days,  and  so  forth; 
certainly  such  an  interpretation  will  not  do  at  all.    On  the  other 
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hand,  it  appears  that  the  following  proposition  is  borne  out  by 
facts:  Barleys  which  have  had  a  growth  and  ripening 
period  of  short  duration  are  much  more  liable  to 
suffer  a  loss  of  dry  substance  by  over-ripening  than 
such  barleys  as  have  had  a  long  developmental  period. 
It  is  obvious  that  variations  in  the  weather  have  much  to  do 
with  the  question,  since  the  experiments  I  and  II  were  made 
with  one  and  the  same  sort  of  barley,  which  had  been  grown 
in  one  and  the  same  plot  of  land,  the  only  variations  being  in 
the  atmospheric  conditions  (1901   and   1903). 

Here  again  we  have  before  us  one  of  those  numerous  in- 
stances of  the  marvellous  way  in  which  nature  knows  how  to 
adapt  everything  in  the  best  manner. 

The  interpretation  here  suggested  is  borne  out  by  the  facts 
revealed  by  experiment  III.  This  experiment  was  made  on 
Primus  barley  from  Svalof,  which  had  been  grown  in  a  garden 
at  Glostrup  under  atmospheric  conditions  approximately  normal, 
yet  approaching  somewhat  nearer  to  the  conditions  of  experi- 
ment II  than  to  those  of  experiment  I.  If  we  compare  all  three 
experiments  —  Curve  Table  II  — ,  it  will  be  seen  that  experi- 
ment III  is  intermediate  between  experiments  I  and  II.  It  is 
therefore  not  likely  that  the  greater  or  less  liability  of  barley  to 
lose  dry  substance  by  over-ripening  can  be  traced  to  the  quality 
of  the  particular  variety  of  barley  or  to  the  condition  of  the 
soil;  on  the  contrary,  in  the  case  of  all  three  experiments  it  is 
doubtless  changes  in  the  atmospheric  conditions  that  are  the 
cause  of  this  difference. 

Even  from  an  exclusively  quantitative  point  of  view  we  may 
perhaps  derive  some  information  from  Curve  Table  II.  On  com- 
paring the  dry  substance  curves  of  experiments  I  and  II,  it  ap- 
pears that  the  same  variety  of  barley  yields  a  bigger 
grain  in  a  long  than  it  does  in  a  short  period  of 
growth.  Experiment  III  is  not  conclusive  in  this  connection, 
since  it  was  made  on  quite  a  different  variety  of  barley;  never- 
theless we  see  that  even  in  this  direction  experiment  III  holds 
the  mean  between  I  and  II.  Thus,  here  again  it  would  appear 
that  it  is  not  the  variety  of  barley^)  which  is  absolutely  deci- 


^)  In  order  not  to  be  misunderstood,  it  is  to  be  observed  that  Hordeuin  disti- 
chum  and  H.  tetrastichum  (syn.  H.  hexastichum)  are  throughout  regarded  as 
species,   H.   d.   erectum  and  H.   d.   nutans  as  varieties. 
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cive^),    but   that   the  weather^),    and    possibly  also    conditions   of 
soil  etc.,  exert  a  far  greater  influence. 

If,  from  a  quantitative  point  of  view,  we  compare  the  dry 
substance  curves  with  the  ash  curves  in  all  three  experi- 
ments, it  becomes  apparent  that  there  is  something  of  an  indi- 
cation that  there  exists  an  inversely  proportional  ratio  between 
them.  That  is  to  say,  a  particularly  large-grained  barley  (having 
a  high  dry  matter  content  in  each  corn)  has  a  lower  content  of 
mineral  matter  (as  gr.  pr.  corn)  than  a  small-grained  barley. 
The  divergences  are,  however,  as  will  easily  be  seen,  so  small 
that  I  can  only  advance  this  as  a  mere  guess.  According  to 
G.  Andre^),  the  strong  increase  in  mineral  matter  which  occurs 
at  the  early  stages  of  the  growth  —  this  author  made  his  ex- 
periments on  lupines,  Spanish  beans  and  maize  —  tends  to 
show  that  these  constituents  play  some  part  in  the  conversion 
of  soluble  into  insoluble  carbohydrates.  As  far  as  barley  is  con- 
cerned, it  appears  that  this  view  is  not  supported  by  the  results 
of  my  own  experiments*).  It  is  true  that,  also  in  the  case  of 
barley,  the  percentage  of  ash  in  dry  matter  —  see  p.  287,  Table 
XXI  —  is  highest  at  the  beginning  of  the  development  of  the 
grain;  but,  to  my  mind,  the  interpretation  of  this  fact  is  to  be 
looked  for  elsewhere.  In  all  organized  beings,  whether  animal 
or  vegetable,  the  organic  material  is  built  up  with  an  inorganic 
skeleton  for  its  support.  But  it  is  no  less  certain  that  the  in- 
organic sheleton  must  form  the  groundwork,  as  it  were,  of  the 
entire  organic  structure;  or,  in  other  words,  the  building  up  of 
any  animals  or  vegetable  organ  must  be  supposed,  in  the  ab- 
stract, to  begin  with  an  inorganic  skeleton,  round  which  organic 
matter  accumulates  little  by  little.  This  hypothesis  makes  it 
easy  to  understand  why  the  dry  matter  of  the  barley  corn  — 
and   probably  any  other  vegetable   organ  —  is  richer  in  mineral 


^)  As  to  differences  of  species ,  on  the  contrary,  it  is  a  well  known  fact  that 
they  give  rise  to  differences  in  this  respect. 

^)  Manifestly  the  factor  by  which  the  duration  of  the  period  of  growth  is  affected 
more  than  by  any  other. 

^)  Compt.  rend.  d.  I'Acad.  des  sciences  134,  995  (1902);  138,  1510  and  1712 
(1904);   139,  805  (1904);   140,    1417  (1905)- 

*)  If  this  interpretation  were  correct ,  we  should  certainly  expect  the  ash  con- 
tent during  the  whole  course  of  development  to  be  directly  proportional  to 
the  amount  of  dry  matter. 


constituents   at   the   commencement   of  the   growth   than  it  is  in 
later  stages 

It  will  further  be  observed  that  the  curves  of  total  nitrogen 
and  insoluble  nitrogen  go  together,  or  nearly  so.  Just  as 
Andre  says  that  the  ripening  of  a  seed  may  be  characterized 
by  the  progressive  transformation  of  soluble  into  insoluble  carbo- 
hydrates, so  the  conversion  of  soluble  into  insoluble  proteids 
might  with  as  good  reason  be  said  to  characterize  the  progressive 
ripening.  In  both  cases,  however,  it  must  be  borne  in  mind 
that  the  assertions  only  hold  good  until  the  grain  has  reached 
the  stage  of  full  maturity.  In  that  of  over-ripening  there  is,  as 
we  have  seen,  a  marked  falling-off  in  the  amount  of  these  sub- 
stances, as  also  in  that  of  dry  matter,  and,  consequently,  this 
characterization  does  not  hold  good  here,  it  being  quite  un- 
questionable that  over-maturity  is  to  be  regarded  as  an  objec- 
tionable form  of  storage,  so  that  it  does  not  properly  come 
under  the  category  "maturation".  The  waste  of  matter  which 
occurs  during  over-ripening  has  a  striking  analogy  to  an  in- 
cipient germination,  and  in  so  far  I  believe  it  quite  correct  to 
define  the  notion  of  ripening  in  the  way  proposed  by  Andre, 
only  with  this  difference  that  we  have  at  the  same  time  in  view 
the  transformation  of  soluble  into  insoluble  proteine.  Thus  it 
may  be  said  that  full  maturity  has  been  reached  when 
the  conversion  of  soluble  into  insoluble  carbohydra- 
tes and  soluble  into  insoluble  proteids  has  ceased  or 
reached  its  maximum. 

In  any  view  of  the  matter,  it  must  be  maintained  that  the 
development  and  ripening  properly  so  called  have  been  com- 
pleted immediately  after  the  barley  grain  has  reached  the  stage 
of  full  maturity;  consequently,  any  further  modification  occurring 
in  it  cannot  be  attributable  to  a  continued  growth,  but  is  more 
probably  due  to  an  internal  transformation  of  the  material  stored 
up  in  the  grain.  If  the  latter  remains  attached  to  the  mother- 
plant  after  having  acquired  full  maturity,  there  occurs  a  waste 
of  dry  matter,  in  other  words,  respiration  prevails  over  assimilation, 

It  is  to  be  observed  here  that,  just  as  the  over- ripening 
badey  corn  suffers  a  loss  both  of  total  nitrogen  and  dry  matter, 
so  the  same  is   true  with  regard   to   the  wheat-grain^),  although 


^  Nowacki,  loc.  cit.,  p.  53.    From  the  last  table  given  here  the  number  of  gr. 


274 

with  the  difference  that  in  this  latter  case  the  waste  of  dry 
matter  seems  to  be  of  minor  importance.  Thus  it  would  appear 
that  this  peculiarity  is  of  fairly  general  occurrence. 

I  will  also  draw  attention  to  the  very  close  analogy  existing 
between  the  curve  of  mineral  constituents  and  that  of 
total  nitrogen  during  the  ripening  processes  of  barley.  Yet  I 
do  not  mean  to  assert  that  there  exists  any  definite  relation  of 
cause  and  effect  between  them.  But  it  seems  to  me  rather 
probable  that  the  cause  why  the  soluble  proteines,  and,  more 
especially,  albumins  I  and  II,  are  not  totally  converted  into  in- 
soluble ones,  must  be  looked  for  in  the  very  presence  of 
mineral  substances;  it  may,  however,  be  rather  the  quality  than 
the  quantity  of  these  which  is  decisive. 

As  regards  the  numbers  of  acidity,  I  may  be  brief.  They 
simply  represent  the  total  acidity  of  the  acid  combinations 
soluble  in  water,  expressed  in  cc.  of  normal  NaOH  for  10,000 
barley  corns.  In  Curve  Table  I  this  curve  is  drawn  up  with 
only  ^/2o  of  the  value  stated  above.  It  will  be  noticed  that, 
while  experiments  II  and  III  exhibit  full  concordance  during  the 
development,  experiment  I  is  on  the  contrary  very  divergent. 
At  first  I  thought  that  in  experiment  I  some  error  might  have 
been  made;  but  I  have  not  been  able  to  find  any.  To  repeat 
the  experiment  was  impracticable.  At  all  events  it  seems  to  be 
certain  that,  on  the  one  hand,  the  amount  of  the  acid  combina- 
tions soluble  in  water  is  on  the  increase  during  the  whole  course 
of  development  of  the  barley  corn,  and  that,  on  the  other, 
considerable  fluctuations  may  occur,  especially  during  develop- 
mental periods  of  short  duration.  On  the  basis  of  the  material 
under  consideration  it  is  impossible  to  prove  the  existence  of 
any  genetic  relation  between  the  acidity  curve  and  one  or  more 
of  the  other  curves  It  may  be  that,  just  as  is  the  case  with 
mineral  substances,  more  thorough  investigations  into  this  part 
of  the  question  are  necessary;  in  the  case  of  acids  these  in- 
vestigations   should    perhaps    be     of    a    similar    kind    to    those 


of  dry  matter  in   100  wheat-grains  can  be  easily  calculated.    We  arrive  at  the 

following  numbers : 

Milchreife-a  Gelbreife  Todreife 

gr.  of  dry  matter  in   loo  corns  .  .  .     2*9645  4'2S6g  42^2$ 

It    is    true    that    these    figures    indicate    but   a  very  little  waste    of  dry  matter, 
but  nevertheless  they  tend  to  piove  the  correctness  of  the  above  view. 
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made  by  E.  Charabot  and  A.  Hebert^)  on  various  vegetable 
organs. 

We  now  proceed  to  inquire  into  the  question  as  to  the  be- 
haviour of  water-soluble  nitrogenous  substances  during  the  deve- 
lopment of  the  barley  corn.  It  may  be  natural  first  to  consider 
the  numbers  and  curves  (Curve  Table  I)  expressing  the  total 
amount  of  "soluble  nitrogen".  In  experiment  I  (short  period 
of  development)  the  curve  is  falling  continually  down  to  the 
stage  of  yellow-ripeness;  then  it  rises  a  very  little  until  full 
maturity,  and  at  last  it  shows  a  slight  falling-off  during  over- 
maturity.  Making  proper  allowance  for  analytical  errors  in  this 
experiment,  the  amount  of  soluble  nitrogen  may,  however,  be 
said  to  remain  constant  in  the  individual  corn  from  yellow-ripe- 
ness to  over-ripeness.  On  the  contrary,  a  glance  at  experiment  II 
(long  period  of  development)  will  show  that  the  curve  of  soluble 
nitrogen  is  continually  rising  from  early  green-ripeness  to  early 
yellow-ripeness,  after  which  stage  it  falls  till  that  of  over-maturity 
is  reached.  In  confronting  this  result  with  the  fact,  established 
in  an  earlier  part  of  this  memoir,  that  the  ripening  may  be  cha- 
racterized by  the  progressive  transformation  of  soluble  into  in- 
soluble proteine,  it  appears  that,  in  the  case  of  a  short  develop- 
ment period,  the  period  of  growth  ranging  from  "green-ripeness  to 
yellow-ripeness"  partakes  as  much,  or  even  more,  of  the  nature  of  a 
rnaturation  than  of  a  real  development,  whereas  the  case  is  entirely 
the  reverse  when  we  have  to  do  with  a  long  period  of  development. 

As  regards  experiment  III  (normal  period  of  development), 
it  furnishes  further  corroboration  of  the  fact  established  above, 
that  this  experiment  is  in  a  certain  measure  intermediate  be- 
tween experiments  I  and  II,  though  a  little  nearer  to  II  than  to 
I.  If  now  we  bear  in  mind  that,  as  a  matter  of  course,  the 
plant  must  take  in  the  nitrogen  it  requires  in  the  form  of 
soluble  combinations,  it  is  evident  that  the  results  arrived  at  go 
to  prove  that,  when  the  development  of  the  barley  corn 
(from  green-ripeness  to  yellow-ripeness)  takes  place  during 
a  normal  period  of  development,  there  exists  an  ab- 
solute equilibrium  between  the  quantity  of  nitrogen 
received  in  a  given  time  and  the  nitrogen  quantity 
converted    in   the   same   time    into    insoluble    combina- 


^)  Compt.  rend.   d.   I'Acad.   des  sciences  138,    1714  (1904)- 
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tions  (soluble  nitrogen  having  a  rectilinear  curve);  whereas  the 
transformation  of  soluble  nitrogen  combinations  into 
insoluble  ones  in  a  short  period  of  development  goes 
on  at  a  quicker  rate  than  does  the  intake  of  nitrogen, 
the  reverse  being  the  case  in  a  long  developmental 
period.  Thus  we  have  here  a  very  definite  evidence  of  the 
significance  of  the  weather  in  regard  to  the  transformation  of 
nitrogenous  substances  during  the  growth  of  the  barley  corn. 
If  we  assume  two  distinct  phases  of  the  development  of  the 
barley  corn,  the  above  statements  may  also  be  expressed  as 
follows:  —  During  a  short  period  of  development  the 
ripening  process  has  got  the  upper  hand  of  the  deve- 
lopmental process  as  early  as  the  stage  of  green-ripe- 
ning, whereas  in  a  long  period  the  ripening  process 
does  not  prevail  over  the  developmental  process  till  a 
little  before  yellow-ripeness.  During  a  normal  period 
of  development,  on  the  contrary,  there  is  an  absolute 
-equilibrium  between  the  developmental  and  ripening 
processes  from  the  stage  of  green-ripeness  to  that  of 
yellow-ripeness  (or,  more  exactly,  to  a  little  before  yel- 
low-ripeness). 

We  have  so  far  only  been  dealing  with  the  quantitative 
side  within  each  experiment.  It  will,  however,  also  be  of  some 
interest  to  consider  the  quantitative  relation  between  the  ex- 
periments. Here,  however,  it  is  evident  that  experiment  III 
does  not  admit  of  being  compared  with  I  and  II,  since  that  ex- 
periment differs  from  the  two  latter  both  in  regard  to  sort  of 
barley  and  conditions  of  soil,  factors  which  are  likely  to  exert  a 
marked  influence  in  the  direction  here  considered.  In  the  fol- 
lowing table  (see  p.  277)  I  have  therefore  confined  myself  to 
bringing  together  the  quantitative  numbers  for  soluble  and 
total  nitrogens  as  resulting  from  experiments  I  and  II. 

This  table  shows  that  the  amount  of  soluble  nitrogenous 
combinations  in  a  barley  grain,  in  any  stage  following  green- 
ripeness,  is  larger  in  a  grain  which  has  had  a  long  than  in  one 
that  has  had  a  short  period  of  development.  This  fact  cannot 
be  simply  attributable  to  the  greater  intake  of  nitrogen  taking 
place  during  the  long  period  of  development;  this  seems  to  be 
evident  from  the  annexed  differential  numbers,  the  interpreta- 
tion of  which  is  obvious  from  the  table. 
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TABLE  XVIII. 


Soluble  nitrogen 
in  ripening 

Total  nitrogen 
in  ripening 

Differences 

Stasfe  of  maturity 

Soluble 

Total 

experiment 

experiment 

N. 

N. 

I 

II 

I 

II 

II -5-1 

Il-r-I 

Early  green-ripeness 

— 

1-41 

— 

322 



_ 

Green-ripeness 

1-82 

— 

426 

— 

— 

— 

Late  green-ripeness 

I  60 

1-87 

5-26 

4-82 

4-027 

-J- 0-44 

Early  yellow-ripeness 

— 

221 

— 

689 

— 

— 

Yellow-ripeness 

I  40 

195 

672 

830 

+  0-55 

+  158 

Late  yellow-ripeness 

154 

— 

7-84 

— 

— 

— 

Full  maturity 

r6i 

192 

8-40 

1036 

+  0-31 

+  196 

Over-ripeness 

150 

179 

7-42 

1057 

-I-0-29 

+  3-15 

Analytical  errors 

014 

006 

0-64 

064 

Whilst  the  difference  between  total  nitrogen  in  a  barley 
grain  of  a  long  and  one  of  a  short  period  of  development  is 
steadily  increasing  till  the  stage  of  over-maturity  is  reached,  the 
difference  of  soluble  nitrogen  —  taken  in  the  same  point  of 
view  —  increases  at  first  until  yellow-ripeness,  from  which  stage 
it  decreases  till  that  of  over-maturity  is  reached.  These  facts 
manifestly  prove  that  the  weather  exerts  a  sensible  influ- 
ence on  the  quantitative  occurrence  and  transforma- 
tions of  nitrogenous  substances  during  the  ripening 
process  of  barley. 

We  now  proceed  to  a  consideration  of  the  six  components 
into  which  ''soluble  nitrogen"  has  been  divided  by  the  analytical 
methods  used.  More  especially,  we  want  to  ascertain,  first,  the 
way  in  which  the  condensation  of  amine  amid  combinations 
into  soluble  proteids  is  effected  in  the  course  of  the  develop- 
ment of  the  barley  corn,  and,  in  the  second  place,  the  influence 
which  the  weather  may  exert  on  this  process. 

A  glance  at  the  curves  of  ammonia,  amine,  amid  nitro- 
gen (A.  Curve  Table  I)  will  show  that  they  may  all  three,  with 
good  reason,  be  said  to  reach  their  minima  at  the  stage  of  yellow- 
ripeness,  and  thereafter  to  remain  unaltered  up  to  over-maturity. 
On  the  other  hand,  that  part  of  the  curves  which  represents  the 
period  prior  to  yellow-ripeness  is  seen  to  exhibit  marked  difte- 
rences  in  the  three  experiments.  Certain  it  is,  however,  that  at 
some    point  or   other  of  the    course  of  development   the  amount 
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of  amine  amide,  as  well  as  also  all  the  other  amounts  of  sub- 
stances expressed  by  curves,  must  have  been  —  o;  in  other 
words,  all  the  curves  must  have  their  starting-points  somewhere 
in  the  abscissa  line.  Hence  it  manifestly  follows  that  —  in  all 
three  experiments  —  the  amine  amid  curves  have  reached  their 
maxima  before  yellow-ripeness,  but  that  the  distance  between 
maximum  and  yellow-ripeness  is  variable.  On  comparing  only 
the  experiments  I  and  II  with  each  other,  we  arrive  at  this 
further  conclusion  that  this  maximum  is  in  the  vicinity  of  the 
stage  of  yellow- ripeness  when  the  barley  grain  has  a  long  period 
of  development,  and  that,  according  as  the  period  shortens,  the 
maximum  becomes  more  and  more  distant  from  that  stage  of 
development.  As  to  experiment  III,  it  cannot  be  ascertained 
whether  it  admits  of  being  interpreted  in  the  same  manner,  be- 
cause we  lack  determinations  relating  to  the  phases  lying  be- 
tween early  green-ripeness  and  yellow  ripeness,  that  is,  that  part 
of  the  development  within  which  the  maximum  for  this  experi- 
ment must  be  sought.  However,  the  general  aspect  of  the  curve 
relating  to  experiment  III  tends  to  show  that  the  above  state- 
ments apply  to  this  experiment  also. 

The  upshot  of  these  considerations  is  manifestly  that  the 
condensation  of  the  amine  amid  combinations  into 
soluble  proteids  takes  place  with  greater  intensity 
during  a  short  than  during  a  long  period  of  develop- 
ment, and  that  this  process  is  very  nearly  in  an  equi- 
librium with  the  further  intake  of  nitrogen  as  soon  as 
yellow-ripeness    is    reached. 

The  existence  of  such  an  equilibrium  may  not  be  quite 
evident  from  the  curves,  the  only  immediate  conclusion  dedu- 
cible  from  these  being  that,  in  any  period  of  development  the 
amount  of  amid  nitrogen  in  a  barley  grain  remains  constant 
from  yellow-ripeness  to  over-maturity.  However,  the  matter  will 
be  readily  cleared  up  if  the  amount  of  amid  nitrogen  is  re-cal- 
culated in  such  a  manner  as  to  express  the  percentage  of  total 
nitrogen.  I  have  made  such  a  re-calculation,  the  results  of 
which  are  set  forth  in  the  following  table  (see  p.  279). 

The  analytical  error  incidental  to  this  mode  of  calculating 
the  results  can  be  easily  found  by  means  of  the  numbers  stated 
in  Table  V,  Method  II,  p.  252.  A  simple  calculation  will  show 
that  the  error  corresponds  to  08. 


279 


TABLE  XIX. 


Percentage  of  total  nitrogen 
in  the  form  of  ammonia, 

Stage  of  maturity 

amine,  amid  nitrogen. 
In  ripening  experiment 

I 

II 

III 

Early  green-ripeness 

— 

28-3            307 

Green-ripeness 

291 

— 

— 

Late  green-ripeness 

137 

193 

— 

Early  yellow-ripeness 

— 

147 

— 

Yellow-ripeness 

61 

7-8              6-6 

Late  yellow-ripeness 

5-9 

— 

— 

P^ull  maturity 

6-4 

6-3 

5  4 

Over-ripeness 

61 

6-2 

57 

If  we  take  this  error  into  account,  it  will  appear  from  the  num- 
bers given  in  Table  XIX  that  the  equilibrium  mentioned  above 
does  occur  at   the  stage  of  yellow-ripeness. 

As  regards  the  quantitative  relation  between  the  three  ex- 
periments, I  do  not  believe  any  positive  result  can  be  deduced 
from  them.  It  is  true  that  a  slight  difference  is  observable  — 
nearly  in  the  same  direction  as  mentioned  in  regard  to  ''soluble 
nitrogen"  — ,  but  the  divergences  are  so  insignificant  as  not  to 
warrant  any  safe  conclusion. 

An  inspection  of  the  curves  representing  Albumin  I  (I, 
Curve  Table  I)  will  show  at  once,  in  the  case  of  all  three  ex- 
periments, that  the  amount  of  this  proteid  is  increasing  until 
about  the  stage  of  yellow-ripeness,  after  which  it  decreases  up 
to  over-maturity.  The  rate  at  which  this  decrease  takes  place 
is  somewhat  different  in  each  experiment;  but  the  difference 
is  comparatively  so  slight  that  it  may  be  accounted  for  by  ana- 
lytical errors. 

With  regard  to  the  curves  for  Albumin  II  ^11,  Curve 
Table  I),  all  three  experiments  give  perfectly  analogous  results. 
The  amount  of  albumin  II  in  a  barley  corn  increases  ^  in  a 
greater  or  less  degree  —  till  about  yellow-ripeness;  then  it  de- 
creases a  little  or,  rather,  remains  unaltered  from  )ellow- ripeness 
till  full  maturity,  and,  finally,  it  increases  again  —  in  a  greater 
or  less  degree  —  from  full  maturity  to  over-maturity.  —  No 
climatic   influence    can    be    shown   to   assert   itself  in  the  case  of 

either  of  these  two  proteids. 
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Before  leaving  the  discussion  of  these  two  curves,  I  would 
draw  attention  to  the  fact  that  when  the  barley  corn  has  arrived 
at  its  full  development  (yellow-ripeness),  the  subsequent  portions 
of  the  curves  (albumins  I  and  II)  apparently  exhibit  an  inverse 
ratio  to  each  other,  or,  in  other  words:  When  albumin  I  de- 
creases, albumin  II  increases,  and  vice-versa.  This,  however, 
must  by  no  means  be  interpreted  as  a  proof  that  albumin  I  can 
be  converted  into  albumin  II,  because  the  fact  referred  to  may 
just  as  well  be  due  to  quite  different  transformations.  That  such 
do  take  place,  is  apparent  from  the  sum  of  the  albumins  I  and 
II  (Tables  IX,  XI  and  XV),  which  would  necessarily  be  a  con- 
stant quantity  if  we  had  to  do  with  a  pure  and  simple  conver- 
sion of  albumin  I  into  albumin  II.  The  experiments  here  de- 
scribed do  not  enable  us  to  get  at   the  bottom  of  this  question. 

It  still  remains  to  examine  the  results  relating  to  the  three 
proteine  individuals  denuclei'n,  proteose  and  peptone.  The  numeric 
quantities  concerned  are  not  given  in  Curve  Table  I,  because 
the  deviations  occurring  from  one  developmental  stage  to  the 
next  are  so  slight  as  to  fall  in  most  cases  within  the  limits  ot 
analytical  errors. 

As  regards  the  appearance  of  proteoses  in  the  three  ex- 
periments (Tables  IX,  XI  and  XV),  the  tables  show  that  these 
generally  do  not  exist  in  the  barley  grain  at  all,  either  during 
its  growth  or  ripening;  at  most,  we  find  mere  traces  of  them. 
It  seems  to  me  that  this  fact  lends  some  countenance  to  the  as- 
sumption that  the  condensation  of  amine  amid  combina- 
tions into  proteine  individuals  of  a  higher  order  does 
not  take  place  with  the  proteoses  as  intermediate 
terms,  but  that  the  proteoses  are  exclusively  to  be  re- 
garded as  hydrolytic  cleavage  products  of  already 
existing  proteine  individuals  of  a  higher  order.  Here, 
indeed,  we  meet  with  the  most  striking  contrast  between  con- 
struction and  demolition  (or  formation  and  transformation)  of 
nitrogenous  substances  of  a  proteine  character.  In  this  connec- 
tion it  is  also  to  be  observed  that  we  may  no  doubt  come 
across  barley  crops  containing  a  more  or  less  considerable  amount 
of  proteoses,  but,  on  closer  inspection,  it  becomes  apparent  that 
this  is  only  the  case  when  the  barley  after  reaping  has  been 
exposed  to  the  action  of  a  somewhat  unpropitious  weather,  or, 
in  other  words,  when  the  barley  has  begun  to  germinate  before 
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the  harvest.  Accordingly,  a  noticeable  amount  of  proteose 
in  a  barley  crop  must  always  be  considered  as  indicative  of 
rather  unfavorable    harvest  conditions. 

In  regard  to  the  appearance  of  real  peptones  during  the 
development  of  the  barle^ 'grain,"  all'  three  experiments  go  to 
show  that  this  proteid  increases  in  quantity  both  during  the 
growth  and  dufing  the  ripening  of  the  grain.  The  peptones 
themselves  occur  "Dnly  in  very  small  quantities  in  the  barley 
grain,  the  increase  taking  place  from  one  developmental  stage 
to  the  next  being  also  insignificant;  still,  for  all  that,  an  in- 
crease does  evidently  take  place.  It  seems  to  me  that  this 
latter  fact  gives  some  countenance  to  the  hypothesis  that  in  the 
condensation  of  amine  amid  combinations  into  pro- 
teine  individuals  of  a  higher  order  the  real  peptones 
act  as  intermediate  terms.  This  hypothesis  is  supported 
by  the  circumstance  that  the  process  on  which  the  condensation 
of  the  amine- amid-combinations  depends  cannot  possibly  be  of 
an  unvarying  intensity  during  the  whole  course  of  development 
of  the  barley  grain,  but  must  necessarily  decrease  as  the  grain 
acquires  a  greater  and  greater  density  or  maturity. 

The  amount  of  denuclein  remains  unaltered  during  the 
whole  course  of  the  growth  and  ripening  process  of  the  barley 
corn,  from  green-ripeness  to  over-maturity.  Hence,  the  figures 
do  not  throw  any  light  at  all  on  the  question  as  to  whether  or 
not  denuclein  is  an  intermediate  term  in  the  formation  of  albu- 
mins. With  regard  to  the  appearance  of  this  group  of  organic 
nitrogenous  substances  in  the  barley  grain,  we  shall  not  be  able 
to  gain  an  insight  into  it  until  the  chemical  nature  of  this  par- 
ticular substance  has  been  better  cleared  up.  It  may  be  observed 
here  that  denuclein  is  precipitated  by  mercuric  chloride  from 
a  neutral  liquid,  as  also  by  ferric  acetate  and  uranium  acetate, 
whereas  it  cannot  be  salted  out  by  magnesium  sulphate  from  an 
acid  liquid.  Thus,  denuclein  cannot  be  assumed  to  be  a  real 
albumin  or  a  proteose;  neither,  being  precipitable  by  ferric  ace- 
tate, can  it  be  considered  as  a  real  peptone.  The  name  denu- 
clein was  given  by  me  to  this  substance  on  the  assumption 
that  it  was  some  cleavage  product  of  a  nucleo-albumin.  I  have 
set  on  foot  investigations  which,  I  hope,  will  enable  me  later  on 
to  throw  some  light  on  this  peculiar  nitrogenous  substance. 
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b.    Storage  of  Barley. 

As  regards  the  changes  which  go  on  in  the  barley  corn 
during  storage,  an  inspection  of  the  last  four  series  of  numbers 
in  Table  IX  and  all  the  series  in  Tables  XIII  and  XVII  will 
show  that  the  numbers  exhibit  so  small  fluctuations  within  each 
group  of  substances  that  their  interpretation  would  not  be  facili- 
tated by  plotting  them  out  on  a  system  of  coordinates.  The 
fluctuations  or  changes  indicated  by  the  above  three  tables 
deviate,  in  general,  only  very  little  from  the  analytical  error  found. 

If  we  are  to  gain  a  clear  insight  into  the  way  and  direction 
in  which  the    quantity  of   each    group  of  substances  alter  during 

TABLE  XX. 

Survey  of  the  Transformations  going  on  during  Storage  (two  months). 


Group  of  substances 


Exper.  I 
(1901) 


Over- 

ripeiiess 


Experiment  II 

(1903) 


Yellow- 
ripe- 
ness 


Full- 
ripe- 
ness 


Over- 
ripe- 


Experiment   III 

(1905) 


Yellow- 

Full- 

ripe- 

ripe- 

ness 

ness 

Over- 
ripe- 


Gr.  of  dry  substance  in  10,000 
corns 

Albumin  I 

Albumin  II 

Denuclein 

Proteose   

Peptone 

Ammonia,   Amine,    Amid .    . 

Soluble  nitrogenous  combi- 
nations   

Insoluble  nitrogenous  com- 
binations   

Total  Nitrogen 

Mineral  constituents    .    .    .    . 

Acid 


+ 
o 
o 

?(o) 
o(-) 


?(-h) 


o 

+ 

o 
o 
o 


o(-f-) 
o 
o 
o 


.+ 

o(+) 
o 

o 

o 

o(+) 
o 
o 
o 


?(o) 

+ 

o 
o 
o 

Ho) 

+ 

o 
o 
o 
o 


+ 

o 

+ 


o 
o 
o 

4- 


?(o) 

o 
o 
o 

+ 


?(o) 


+ 

4- 

?(o) 

oW 

0 

0 

?  (0) 

0 

-f- 

0 

o 
o 
o 
o 


Explanation  of  the  signs :  — 

o  =  No  change,   allowance  being  made  for  the  analytical  error. 

-7-  =  Absolute  decrease,                 ,,  ,,                     ,, 

-f-  =^  Absolute  increase,                  ,,  ,,                     ,, 
?  =  Numbers  fluctuating, 

o  (-J-)  =  Doubtful  decrease,                ,,  ,,                     ,, 

o  (+)  =  Doubtful  increase,                 ,,  ,,                     ,, 

?  (-T-)  =  Numbers  fluctuating,   though  rather  decreasing. 

?   (+)  =  Numbers  fluctuating,        ,,  ,,         increasing. 

?  (o)  =  Numbers  fluctuating,        ,,  ,,        constant. 


In    all    these   cases    the    diver- 
'    gences  are  so  small  as  hardly 
to   be  of  any  consequence 
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the  storage  of  bailey,  this  can  best  be  reahzed,  I  believe,  by 
an  examination  of  Table  XX.  In  this  table  I  have  tried,  by 
means  of  simple  signs,  to  give  a  general  view  of  the  changes 
which  are  going  on  in  each  group  of  substances  during  storage, 
the  duration  of  which  extends  to  two  months.  The  material  is 
arranged  with  regard  to  the  stage  of  maturity  within  each  ex- 
periment. The  meaning  of  the  signs  used  is  explained  below. 
If  my  readers  wish  to  follow  the  changes  quantitatively,  this  can 
most  easily  be  done  b>'  constantly  referring  to  Tables  IX,  XIII 
and  XVII. 

The  barley  grain  cannot,  as  a  rule,  be  said  to  suffer  a  loss 
of  dry  matter  during  storage.  An  exception  is  formed  b}"  the 
yellow-ripeness  sample  of  experiment  III,  which  indicates  a  waste 
of  dry  matter  —  during  a  two  months'  storage  —  corresponding 
to  142  gr.,  as  against  an  analytical  error  of  37  gr.  In  all  the 
other  cases  the  departures  are  so  small  as  to  be  of  no  conse- 
quence. Hence,  a  respiration  loss  is  not  likely  to  occur 
during  the  storage  of  barley,  provided  the  latter  takes 
place  under  suitable  conditions  —  not  in  damp  air,  and 
with  no  access  of  light  — ,  and  providing  also  the  barley 
sample  has  reached  a  suitable  degree  of  maturity  be- 
fore   being   reaped. 

In  considering  the  results  arrived  at  with  regard  to  minera 
constituents,  total  nitrogen  and  insoluble  nitrogen,  we 
meet  with  some  slight  divergences,  it  is  true,  but  these  are  so 
minimal  that  they  do  not  signify.  Exactly  the  same  is  true 
with  regard  to  the  proteid  groups  denude  in,  proteose  and 
pepton,  the  yellow-ripeness  sample  of  experiment  III  being  ex- 
cepted. In  this  sample  the  denuclein  entirely  disappears  during 
the  storage,  whilst  the  amount  of  peptone  is  increasing  in  pro- 
portion. It  does  not  appear  whether  this  peculiar  and,  as  it 
would  seem,  rather  exceptional  fact  is  conditioned  by  the  parti- 
cular sort  of  barley,  or  perhaps  attributable  to  the  circumstance 
that  the  yellow-ripeness  sample  in  experiment  III  may  have  been 
reaped  a  little  earlier  than  m  experiment  II.  The  most  remark- 
able feature  in  the  case  is,  however,  that  we  are  here  in  pre 
sence  of  an  instance  in  which  w^e  have  cogent  reasons  for  as- 
suming, that  denuclein  is  converted,  even  quantitatively,  into 
peptone. 

On     consideration     of     the     substance     groups    ammonia. 
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amine -am  id,  and  soluble  nitrogen,  it  will  be  noticed  that 
these  behave  identically  in  the  main.  In  the  yellow-ripeness 
samples  both  of  them  decrease  during  storage;  in  the  full  ma- 
turity samples  they  remain  constant  or  still  exhibit  a  slight 
tendency  to  decrease  a  little,  whereas  in  the  over-maturity  sam- 
ples they  remain  unaltered  or  show  a  disposition  to  increase  a 
little.  Thus,  at  this  stage  a  reaction,  though  only  a  slight  one, 
becomes  apparent,  which  must  of  necessity  be  attributable  to  the 
difference  of  ripeness.  1  would  here  refer  to  the  statement 
made  on  p.  273  with  regard  to  the  definition  of  "over-ripening" 
or  "over-modification".  The  definition  given  there  seems  to  me 
to  be  corroborated  in  a  measure  by  the  results  arrived  at  here, 
since  these  evidently  show  that  in  the  stage  of  yellow-ripeness 
the  equilibrium  in  regard  to  the  progressive  transformation  of 
the  nitrogenous  substances  in  the  barley  grain  does  not  yet  oc- 
cur, whilst  in  the  full  maturity  stage  the  equilibrium  is  apparent; 
on  the  contrary,  when  the  stage  of  over-maturity  is  reached,  the 
equilibrium  is  again  broken  off,  or  rather  broken  down  (in  the 
opposite  direction). 

On  examining  the  albumins  I  and  II,  it  at  once  becomes 
conspicuous  that,  in  any  stage  of  ripeness,  these  two  proteids 
form  a  contrast  to  each  other  during  storage^).  As  far  as  can 
be  seen,  albumin  I  decreases  during  storage,  whereas  albumin  II 
increases.  Only  in  the  case  of  the  over-maturity  sample  of  ex- 
periment II  —  long  period  of  development  —  we  meet  with  the 
exact  reverse. 

As  regards  the  numbers  of  acidity,  no  definite  conclusion 
can  be  drawn  from  the  results,  any  more  than  in  the  case  of  the 
development  samples. 

The  conclusion  at  which  we  have  arrived  seem  to  show  that 
the  ripening  barley  grain  is  tending  toward  a  state  of 
equilibrium  in  regard  to  its  nitrogenous  constituents, 
and  that  when,  on  the  harvesting  or,  more  exactly,  the 
reaping  of  the  barley,  this  equilibrium  has  been  at- 
tained, it  is  not  disturbed  or  broken  off  during  sto- 
rage, except  in  the  case  of  albumins  I  and  II. 

The    figures    embodied    in    Table    XIII   and    expressing    the 


^)  This    fact    decidedly  points    in   the  same  direction,   and   is  in  full  concordance 
with  the  result  I  arrived  at  in  regard  to  their  mutual    relation  —  see  p.  280. 


Vegetative  energy. 
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vegetative  energy  and  capacity,  tend  ^^^ 

to  show  that  in  my  full-maturity  sam- 
ples we  have  to  do  with  normally  and 
full  grown  barley  corns;  but,  at  the  ^^\ 
same  time,  it  becomes  manifest  that  ^^ 
the  germinative  power  is  not  affected  60 
by  an  over-ripening,  except  in  so  far  50  ^ 
as  in  the  over-maturit}'  sample  the  ^0 
maximum  may  be  reached  after  a 
storage  of  shorter  duration  than  in 
the  full  maturity  sample.  On  the  other 
hand,  the  yellow-ripeness  sample  re- 
quires a  considerable  longer  storage 
to  attain  its  full  power  of  germina- 
tion. This  is  best  illustrated  by  the  accompanying  curve-table, 
in  which  I  means  the  yellow-ripeness  sample,  II  the  full  maturity 
and  III  the  over-maturity  sample.  All  three  curves  have  been 
produced  both  up-  and  downwards  —  with  dotted  lines  —  in 
order  to  furnish  a  clearer  picture.  Any  further  explanation  will 
be  superfluous. 


30 
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days'  storage. 


6.  The  Barley  Ripening  and  Storage  Experiments  viewed 
from  a  practical  standpoint. 

In  considering  the  above  described  changes  going  on  in  a 
barley  corn  during  its  growth,  ripening  and  storage,  it  is  to  he 
observed  that  they  are  not  particularly  fit  for  giving  a  picture 
of  the  quality  of  the  barley  crops.  In  order  to  obtain  this  from 
the  experiments  made,  it  will  be  necessary  to  re-calculate  our 
results  with  barley  dry  matter  as  a  unity.  We  shall  thus  get  a 
collection  of  numbers  which  industrials  may  find  directh^  applic- 
able and  perhaps  be  able  to  turn  to  account.  The  Tables  IX, 
XI,  XIII,  XV  and  XVII,  contain  all  the  data  requisite  for  such  a 
re-calculation.  In  Tables  XXI  and  XXIII  the  whole  of  the  ex- 
perimental material  is  set  forth,  calculated  with  regard  to  the 
unity   1000  gr.  of  dry  matter. 

It  is  a  matter  of  course  that  this  mode  of  calculating  the 
results  must  give  a  somewhat  different  picture  and  to  a  certain 
extent  exhibit  another  displacement  in.  re.  pect  to  the  quantity 
of  each  particular  group  of  substances  from  one  stage  of  develop- 
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ment  to  the  next.  Some  of  the  interpretations  advanced  above 
will,  of  course,  be  confirmed  by  the  new  figures;  but  these  will 
more  particularly  throw  considerable  light  on  the  relation  of 
each  group  of  substances  to  barley  dry  matter. 

Table  XXI  sets  forth  the  experimental  results  obtained  in 
regard  to  the  development  and  maturation  of  barley,  as  calculated 
as   —  gr.   of  substance  in    lOOO  gr.  of  dry  matter. 

On  examining  in  this  table  the  numbers  relating  to  each 
ripening  experiment,  it  will  be  noticed  that  those  representing 
mineral  constituents,  acid,  total  nitrogen,  soluble 
and  insoluble  nitrogen,  and  ammonia-amine-amid  ni- 
trogen, exhibit  considerable  fluctuations  from  one  developmental 
stage  to  the  next,  although  not  to  the  same  extent  in  all  the 
experiments  (owing  perhaps  to  the  influence  of  the  weather). 
Hence  it  appears  that  in  the  case  of  these  groups  of  substances 
there  does  not  exist  any  constant  relation  with  regard  to  dry 
matter. 

In  the  case  of  the  proteids  properly  so  called  we  also,  it  is 
true,  fall  in  with  some  fluctuations  from  stage  to  stage,  but 
these  are  generally  so  small  as  to  be  all  but  covered  by  the 
corresponding  analytical  errors.  Certain  it  is,  nevertheless,  that 
the  quantities  of  albumins  I  and  II  and  denuclein  do  not  show 
constant  values  in  the  dry  matter  during  the  development. 

On  a  closer  inspection  of  the  numbers  given  in  Table  XXI, 
it  will  be  found,  however,  that  the  greatest  fluctuations  within 
each  group  of  substances  occur  in  the  early  stages,  those  prior 
to  yellow-ripeness.  On  the  contrary,  from  yellow-ripeness  to 
over-maturity,  that  is,  during  the  maturation  properly  so  called, 
we  generally  meet  only  small  fluctuations.  In  order  to  render 
this  more  apparent,  I  have  brought  together  in  Table  XXII  all 
the  numbers  relating  to  the  yellow-ripeness  and  over-maturit}" 
samples,  with  the  addition  of  the  dift'erences  between  these  two 
series  of  numbers. 

These  difl'erential  numbers  are  illustrative  of  the  modifica- 
tion which  the  chemical  composition  of  dry  matter  is  apt  to 
undergo  when  barley  is  harvested  at  different  stages  lying  be- 
tween yellow-ripeness  and  over-maturity.  The  direction  taken  by 
the  modification  appears  from  the  table  and  is  indicated  by  the 
signs.  We  find  that  the  amount  of  albumin  I  decreases 
in   a    greater   or    less    degree  as  the    corn    is  allowed  to 


28; 


9UO]d9( 

IPUB 

ON  ex; 

r^ 

-t- 

„ 

_ 

Ln 

O 

o 

N     00     NO 

'O 

r^ 

o 
S 

9S0910JfJ 

'upjonuyQ 

b    b 

b 

b 

b 

NO 

b 

9 

b 

b 

vo    •^    vn 

bob 

CO 

LO 

b 

b 

NO 

b 

-1-  o 

■  -  o 

b  b 

3 

II  PU^  I 

^:r 

00 

00 

00 

00 

00 

O 

ON 

CO 

NO 

NO 

CO    O    00 

NO 

^ 

fO 

NO 

N 

On 

suiuinqiY 

N      N 

'-' 

*-H 

l-l 

N 

'-' 

N 

N 

N     N     «-! 

N 

N 

be 

HO^M-u 

vo     u-^ 

On 

rO 

LO 

o 

ON 

o 

Th 

Tj-    r^    « 

oc 

r>>. 

^ 

00          «  x 

Tj    OS 

O     "^ 

N 

CO 

00 

00 

C) 

ON 

N 

NO     -     o 

w> 

r* 

CO 

•00  cvj.pioy 

o    -^ 

00 

r^ 

c< 

OJ 

O 

r-^ 

t-- 

r-»   r^  00 

O 

t-* 

00 

ON      1        1-1      " 

M         ►"! 

►M 

•^ 

« 

1 

! 

o  '2 

00     r-- 

N 

0 

lO 

00 

"+ 

CO 

ON 

t^    t^  'O 

o 

« 

c< 

-t             ON 

qsB  JO  -ji) 

l-H         l-l 

On 

00 

ON 

00 

U-) 

cs 

ON 

NO        Tf    NO 

LO 

N-) 

I-^ 

t^         p  C 

2  t« 

CO    ro 

N 

M 

M 

N 

CO 

CO 

N 

N      CS      N 

CO 

N 

o 

N              M     CI 

o 

u9Soaji^ 

00 

!  ■  ■  " 

NO 

NO 

NO 

t--     w     00 

w   00  00 

CO 

CO 

CO 

00 

CO 

CO    ON 

g 

JO  uin<5 

On    lo 

Wi 

I>« 

00 

00 

00 

t^ 

00 

00     o     « 

CO 

CO 

Tj- 

LO 

M       M 

HH           ►-< 

'"' 

'"' 

•^ 

'"' 

^ 

w 

«      N      N 

N 

M 

N 

« 

suon 

CC        Tf- 

o 

ro 

u-> 

\r\   ■ 

NO 

00 

o 

O      vi->    JT^ 

N 

ir% 

n 

1 
O     t 

j:i 

-Buiquioo 

P       On 

^ 

^ 

^ 

ON 

Th 

I>. 

'^ 

ON       ON       W 

o 

O 

^  i 

0     N 

ON    U-) 

* 

i-H     b 

(N 

^ 

i/> 

^ 

b 

o 

N 

CO   NO     00 

N 

On 

^^ 

c 

9[qn[osuj 

"^ 

'"' 

HH 

M-l 

M 

N       j 

b  « 

suoq 

u-i  00 

oo 

LO 

ON 

ON 

Ln 

'^ 

NO 

t^    NO       -1 

„ 

00 

CO 

00      '      CO  t-. 

o 

-Buiquioo 

N      t~^ 

(N 

;* 

lO 

r^ 

t"* 

00 

'00 

N    00     r^ 

^ 

■^ 

-i- 

ON             C4     - 

Lh 

' 

do    ^ 

ro 

CO 

CO 

CO 

00 

NO 

LO 

Th    CO   CO 

NH 

Tf 

CO 

CO          O    O 

**- 

9iqnjoc; 

*-* 

pmiy 

o 

N      iJ-l 

VO 

CO 

u 

CO 

CO 

hN 

On 

CO     >-i      to 

I.M 

NO 

CO 

Ul 

L/^.    CI 

-9UIUIY 

vO      >-< 

ON 

o 

CM 

'-I 

>- 

'^ 

NO 

Ti-     CO    CO 

— 

u-> 

CO 

rl- 

b/3 

G 
O 
o 

Biuouiuiy 

IT)     M 

o 

'-' 

"-* 

'-' 

U-) 

CO 

M 

«    I-,    « 

r^ 

« 

l-H 

-      ; 

o  o 

9UOld9J 

'^     (N 

ON 

00 

M 

CI 

CO 

CO 

CO 

cq 

W 

'^    NO       CO 
N       M       CO 

CO 

C^ 

t^ 

c: 

o    o 

o 

o 

O 

o 

o 

o 

O 

ooo 

O 

o 

o 

O 

ON 

On 

M 

0^ 

NO 

9S09J0JJ 

o    o 

o 

O 

o 

o 

"^ 

c< 

o 

ooo 

o 

o 

O 

c 

3 

o 

O 

o 

O 

o 

Th     ON 

.  -  o 
b  b 

u~,  \0 

ON 

r^ 

ON 

00 

00 

On 

ON 

00      CNl      CO 

\o 

o 

o 

■^ 

U.I9pnU9Q 

•rh    ro 

M 

N 

cs 

N 

lo 

C) 

N 

M     CI     r^ 

00 

CO 

CO 

CO 

t/) 

O     O 

o 

O 

o 

o 

o 

O 

o 

ooo 

o 

O 

o 

O 

X) 

O    00 

o 

o 

^ 

^ 

c^ 

NO 

00   00    00 

NC 

o 

rf 

NO 

o 

c 

1— 1 

tn    rj- 

Tf 

rl 

1- 

>o 

o 

CN| 

NO 

rh    CO  'O 

Th 

CO 

■^ 

u 

-p 

O     O 

o 

o 

o 

o 

O 

o 

OOO 

o 

O 

O 

o 

o 

x> 

1 

< 

rh    i-< 

LT) 

00 

N 

On 

I^ 

1— t 

)-^ 

Tj-    ON    N 

k^ 

NN 

ON 

NO 

0 

1— 1 

U-)    ^ 

'^ 

■o 

l^ 

CO 

ON 

Tl- 

o 

00      NO       w 

lo 

0 

N 

rt- 

^ 

rt       w 

— 

" 

'-' 

-^ 

'-' 

N 

cs 

H-           «           « 

M 

CJ 

« 

*•*      , 

suaoo 

^  »>- 

o 

ON 

C) 

o 

o 

VO 

CO 

r>.  00     O 

N 

rt- 

00 

t^     ' 

ooo' 

OI    Ul  90UB1S 

O     Tl- 

t^ 

vn 

00 

NO 

CO 

CO 

r-^ 

NO       !>•     CO 

r^ 

CO 

NO 

ON      ! 

'  ^JP  JO  -JQ 

M      ro 

(N| 

Tt 

Th 

ON 

t^ 

r^ 

t^ 

u->     ON    OC 

00 

r^ 

NO 

o 

^^     ' 

-qir 

CS      ro 

'*• 

Th 

■^ 

CO 

^ 

M 

CO 

ri-    rh    Tt- 

^ 

"^ 

Tl-  ' 

>. 

'/J 

(/) 

IT) 

a; 

v 
c 

.2- 
w 

(^ 

If) 

^ 

H- 1 

u 

s 

o 
dj 

s 

Green-ripenes 
Late  green-ripen 

CO 

<u 
c 
<v 

'V, 

'V, 

s 

1>    i 

6 

S-. 

a; 

C 
0) 

P . 

c 
I-, 

Yellow- ripenes 
Full  maturity 
Over-ripeness 

a 
_G, 

c 

0) 

u 

a 

W 

■J) 

c 
u 

_G. 

s 

tr. 

o 

'u 

u 

> 

c 

CJ 

Th    o 

xri 

00 

CO 

ON 

r^ 

CO 

o 

t~-  00    t--  ! 

r^ 

CO 

'^ 

rt- 

pai) 

IUIBX9   pUB 

N        CO 

- 

*- 

c^ 

'-' 

~     ^    ^     ! 

" 

'-' 

N 

L. 

U3>p 

1  SBAV  9[dlUBS 

-1 

en 

3 

aqi 

U9qiW  9)'BQ 

^ 

b/3 

3 

- 

- 

- 

fc/) 

S 

' 

0) 

^ 

3 

- 

' 

1 — > 

<! 

<: 

XI 

1 — > 

< 

i 

c 

< 

JB9A1 

-uad 

3UB-0|sJ}U9UI 

xg  §uiu9di>j 

■^ 

o 

ON 

^ 

"cO 

O 

ON 

1-^ 

—1 
1— 1 

O 

ON 

! 

1 

v^^ 

^— ' 

~ 

288 


> 

"z      f5 

? 

1-1 

i-i 

M 

<  o    B  ^ 

"T^ 

vO 

vO 

l-H 

^O 

>—{ 

^    '     ^  ^ 

a> 

^  .r- 

O 

o 

1— 1          I 

o 

P     P     3     2 

3 

>1    n 

^-n 

OJ 

3 

cr<5 

'7^   ^ 

1 

2.  o 

3  :i 

h 

C 
< 

< 

t^ 

Yello 
Ove 

^ 

Yello 
Ove 

o 

S 

►1 

^ 

7    ^ 
2.    ^ 

7     ^ 

3     ^ 

H- 1 

i 

3 

ft)     T5 

3     n 

;5 

3     n 

c    cr«5 

u 

3 
(T! 

^ 

S      3 

O)        O 

U 

^     2 

•^ 

h— 1 

Cfl 

{fi 

tfl 

P— I 

K) 

•1- 

4^ 

O 

+ 

4^    4^ 
00  ^-n 

•1- 

Ck)    4=- 

NO    to 

Gr.  of  dry  substance 

C>J     i-i 

o 

vO 

C>J 

t\J 

OJ      On 

On   "^ 

■^  OJ 

^^; 

^ 

~-J 

-^ 

6  ^ 

s 
6 

o    o 

in  lo,ooo  corns 

•h 

to 

•1- 

•1- 

O 

4^ 

o 

0 

w      00 

0 

OJ    4^ 

1— 1 

> 

^ 

On 

•^ 

to    4^ 

o 

NO       <J\ 

^ 

tVJ 

CN 

D- 

+ 

O 

O 

+ 

O     O 

+ 

o    o 

3. 
5' 

o 
o 

o 

■4^ 

-(i- 

o 

On  4^^ 

0 

On  4i>. 

h— 1 

o 

o 

a> 

O 

t\J 

00  00 

l\) 

ON     O 

Cfq 

6o.o 
ti.o 

Cn 

o 

On 

o 

+ 

o 

O 

•1- 

o    o 

+ 

O     O 

0 

C/J 

OJ 

o 

to     to 

o 

to      I-I 

Denuclein 

>-l 

0 

-^ 

o 

-5 

c>j    oo 

NO 

00  NO 

Cfl 

c 
a' 

cn 

0 

o 

o 

o 

o    o 

•1- 

o 
o 

o 
o    d 

vO 

Proteose 

3 
o 

fD 

O 
O 

s 
p 

+ 

o 

o 

+ 

o   o 

+ 

o   o 

0 

to 

to 

o 

w     to 

o 

OJ    ^ 

Peptone 

3 

o 

»-a 

>-i 

o 

OJ     4^ 

s 

OJ    vO 

1 

CN 

-o 

s\ 

Qrq 

•-( 

o  o 

•1- 

„ 

„ 

•1- 

H      I-I 

+ 

I-I    o 

Ammonia 

O 

to  t-n 

o 

s 

4^ 

On 

q 

0 

Oj    4»- 

q 

I-I      VO 
U)       ON 

Amine- Amid 

3 

s 

Oo 

^ 

►1 
O 

a> 

3 

o  o 

+ 

OJ 

4^ 

•1- 

c-K>    4i- 

+ 

OJ    u> 

Soluble 

«   to 

0 

00 

4^ 

00 

0 

Os 

•<i     to 
I-I    ^i 

o 
s 

^    to 

NO    00 

combinations 

5' 

«  q 

+ 

M 

^ 

+ 

f^     I-I 

+ 

M          M 

Insoluble 

o" 

H^ 

o 

1\) 

00  c^ 

4^     to 

'^ 

to   o 

h^ 

4^ 

O 

o 

I-I    vO 

*-i    o 

■K 

NO    4^ 
t-n     On 

combinations 

3 

^ 

^ 

NO 

o 

+ 

to 

to 

+ 

to     w 

+ 

•—         HH 

Sum  of 

<-n 

<^ 

^ 

^ 

M          00 

f°° 

00 

00   w 

00   ^4 

45^    4>. 

Nitrogen 

^ 

s 

o 

O 

i_i 

K)    to 

+ 

to 

bO 

•1- 

to    to 

•1- 

to      K) 

►1 

o 

t«   o 

O  O 

s 

—a 

ON 

o 

On     On 

o 

00  NO 

pT  o 

N)    K> 

^ 

•4^ 

s 

o>  ■<l 

•k 

00    to 

p 

cn 
XT 

^  o 

3 

O     Q. 

^ 

+ 

^ 

^4 

+ 

00  ^j 

+ 

to     00 

i^  2  > 

3  IT 

\0  Oo 

00    M 

M3 

00 

^J 
•^ 

^ 

^ 

O     On 

«; 

00   to 
d   NO 

P3        ^        O 

o  o  5: 

5'S 

s 

N 

X 

289 

attain  a  greater  and  greater  degree  of  maturity,  whereas 
the  quantities  of  albumin  II,  insoluble  nitrogen,  total 
nitrogen^)  and  the  water-soluble  acid  combinations 
increase  in  a  greater  or  less  degree.  The  amount  of  water- 
soluble  nitrogenous  combinations  is  also  subject  to 
considerable  fluctuations,  which,  however,  are  sometimes 
positive,  sometimes  negative,  probably  owing  to  the  in- 
fluence of  the  weather.  In  the  case  of  denude  in,  proteose, 
peptone,  ammonia,  amine-amid  and  ash,  the  fluctuations 
are  so  small  that  they  must  without  doubt  be  considered  as 
analytical  errors.  Consequently,  as  far  as  these  latter  groups 
of  substances  are  concerned,  the  results  manifestly  prove 
that,  in  each  individual  barley  sample,  they  have  a  con- 
stant weight  in  the  dry  matter,  as  soon  as  the  corn 
has  reached  its  full  development,  so  that  they  remain  con- 
stant during  the  real  ripening  process. 

All  three  experiments  show  that,  when  the  barley  crop  is 
reaped  at  an  early  stage  of  its  growth  —  between  yellow- 
ripeness  and  full  maturity — ,  it  will  be  less  rich  in  nitrogen 
than  will  be  the  case  when  it  is  reaped  later,  between 
full  maturity  and  over-maturity.  Thus,  with  regard  to  barley 
my  experiments  have  given  a  result  which  is  in  perfect  accord 
with  those  obtained   by  Nowacki^)  in  the  case  of  wheat. 

Now  if  we  ask,  what  changes  take  place  with  regard 
to  the  composition  of  dry  matter  during  the  storage 
of  barley,  it  is  necessary  to  look  at  Table  XXIII.  On  looking 
over  the  numbers  contained  in  this  self-explanatory  table,  we 
find  that,  as  a  general  rule,  the  changes  undergone  by  the  dry 
matter  during  storage  depart  but  very  little  from  the  analytical 
errors  found. 

The  following  table  (XXIV)  gives  a  summary  view  of  the 
informations  which  can  be  derived  from  the  numbers  referred 
to.  The  changes  taking  place  during  storage  are  expressed  by 
signs,  in  exactly  the  same  manner  as  in  Table  XX,  p.  282. 

On  comparing  this  table  (see  p.  291)  with  lable  XX,  p.  282, 
it  will   at   once    be   noticed    that   there    is  a   perfect   concordance 


^)  W.  Johannsen:     Compt.   rend,    des    Travaux    du    Laborat.  de    Carlsberg    4. 

122   (1899). 
^)  loc.  cit. 
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I-I    1-  U) 

to   oouj 

OJ  OJ  Ln 
«    0    On 

4^    «  OJ 

1-4      M    Ul 

to    to  OJ 

NO    004>- 
<-n    OOOj 

NO      0     0     I-" 

OO^J  4^  00 

q  q 

4^  4>;  C>J 
4^    to    00 

00  U)  OJ 

ui  ^  4»^ 

I-I  <_n  00 

•^  -f^  -l^ 
to  CkJ  4^ 

0      ON    00 

4^   4>;  OJ 

to  d  ^j 

^  0  ^ 

C>-)  UJ  00 

000  00 

^a  4-    On 

W   (-K)    -ti^ 

00   to   to 

4^    On^j 

OJ  OJ  C/0  C>0 
Lri    00-t^  ^ 
(^    to  NO  NO 

Soluble 
combinations 

«  q 

K)    O 

to   to   N 

q  to  « 

00  to  4^ 

to      HH      to 

p  ^  "^ 

00  0  0 

\0  ^  ^ 
M3  UJ    d 

00  OC  00 

0\ui    M 
t^    00^1 

00  00  On 

NO    d  NO 
Ln  nO  '^n 

t-l      M      HH 

CXI  c^  00 

to    00    NO 

to   OC  0 

^4^   qN-F=; 

NO  C-"  00  nO 
NO  <-n  Oi  (XI 

Insoluble 
combinations 

to   to  to 

d  oJ  oJ 

^-J  L>J    00 

to   to   to 

OJ  Cfj  4^ 

00  C^L^i 
0  (-"  OJ 

to   to   to 

4^  LO  U) 
M     ONLfi 
^J  ^4  OJ 

to  to  to 

to     to     w 

vO  ui    00 

to  00   00 

to   to   to 

to   to  0 

00  d  00 

to  OJ    M 

OC  00  00 

C-ri    d^  i-< 
ON-f^  ^J 

to     1-1     w     " 
«    OOnO    00 

Ln  OJ    OC^ 

4^  --J  4i.  4i» 

Sum  of 
Nitrogen 

to  to 

6  vD 
to   to 

to   to   to 

•<l    00«<l 
vO  4^  4^ 

to  to   to 
^  ^   to 

to   to   to 

On  On  On 

00  ON  « 

to   to   to 

^1    On  On 

d     00  On 

to   to   to 

Ln  on-;^ 

Lri    d  -^ 

to  to   to 

00--1    On 

to  nD  --J 

to   to   to   to 

^I  Ln  -^    00 

00  ~-J  00    00 

Gr.  of  ash 

l8 

P  0 

3  era 
0    -1 

fD     • 

0    C 
0     —1 

3 

OC  i-i 

O    O  vO 

q  H-  vo 

•<i  Cri  ob 

vO    0    00 

w  q  00 

^   to    -^ 

0    0  -J 
^  "*^  "^ 
4^  vO  ^ 

00  00  00 
onU)  q 

i-J     to     w 

■<t  »-J  ^J 
OC<-n    HH 

nO    On^J 

^4    On^J 
q  ^    On 

to*  NO  4^ 

oj   0   0   to 

l-H  ixi    0     00 
NO  "*4  "^    d 

Acid  <X)  cc. 
n.NaOH 

o  o 
d  -i 

to     to     w 

1-1      to      IM 

to   to  to 

1 
to     to     1-1 

to    to   to 

1-1    NH    to 

1-1        hH        1-1       to 

Albumins 
I  and  II 

S 

3 

0 

— % 

to     to  vO 

^  c^  to 

vO    «    ON 
4>>    to  c>J 

UJ  4^  4^ 

to    to    00 
4^    «    0 

1 

«  «  0 

On  1-1  -<l 

nD  nO  OJ 
^-j  0  to 

OONO    NO      0 

O   O   0 

000 

000 

000 

000 

000 

0000 

Denuclein, 

Proteose 
and  Peptone 

to  4>-    >-i 

4i.  4>.  4^ 
(^  t^  ^j 

to  »«0    i-i 

On  OnUi 
to    00  On 

4'-  <-n  ^^ 

00  On  OC 

4^  4^  <-ri 
to   00  to 

-<I    OC<-r\    ON 

to        HH     -(^        1- 
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TABLE  XXIV. 
Survey  of  the  Transformations  taking  place  during  storage  (two  months). 


Group  of  substances 

Exper.  I 
(1901) 

Ex 

periment  II 
(1903) 

Experiment 
(1905; 

III 

Over- 

Yellow- 

Full- 

Over- 

Yellow- 

Full- 

Over- 

npeness 

ripeness 

ripeness 

ripeness 

ripeness 

ripeness 

ripeness 

Gr.  of  dry  substance  in  io,ooo 

corns     

0 

0 

?    (^) 

?    (0) 
+ 

. 

0 

?    (0) 

Albumin  I 

-J- 

• 
• 

—      II       

+ 

+ 

+ 

?    (-^) 

?     +) 

+ 

+ 

Denuclein 

?    (0) 

0 

0  (-h) !     0 

-j- 

?    (0) 

-j- 

Proteose    

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Peptone 

?    (0) 
0 

0 

0 

0 

4- 

?    (O) 

0 

Ammonia,   Amine-Amid    .    . 

0 

^    (+) 

0 

Soluble  nitrogenous  combin. 

?    (-) 

-^ 

°         + 

-T- 

?    (0) 

-f 

Insoluble  nitrogenous      ,, 

+ 

0 

0  (+)      0 

0 

0 

0 

Total  Nitrogen 

+ 

0 

0  (+)      0 

0 

0 

0 

Mineral  constituents    .... 

0 

0 

0     1     0 

0 

0 

0 

Acid 

+ 

0 

0         0 

1 

1 

+ 

0 

The  signification  of  the  signs  is  explained  on  p.  282  (Table  XX). 

between  them,  so  that  the  present  table  must   be  interpreted  in 
exactly  the  same  manner  as  Table  XX. 

Here  I  need  only  call  attention  to  the  fact  that  the  concor- 
dance found  to  exist  between  the  two  tables  is  a  conclusive 
proof  that  no  waste  of  dry  matter  takes  place  during  the  storage 
of  barley,  providing  the  barley  is  stored  under  favourable  con- 
ditions. 


7.    Researches  on  the  Chemical    Composition  of  the  Dry 
Matter  of  Barley  as  dependent  on  Differences  of  Species, 

Variety  and  Type. 

In  the  foregoing  pages  we  have  pointed  out. the  influence 
which  the  degree  of  maturity  and  the  duration  of  storage  may 
exert  on  the  chemical  composition  of  the  dry  matter  of  barley. 
We  now  proceed  to  inquire  into  the  question  as  to  its  depen- 
dence on  differences  of  species,  variety  and  type. 

At  first  I  attempted  to  solve  this  problem  by  examining 
different  sorts  of  barley  as  met  with  in  commerce.  The  materials 
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thus  gathered  were,  however,  of  such  a  nature  that  it  proved  to 
be  quite  impossible  to  form  a  notion  of  the  influence  which 
might  be  exerted  on  the  composition  of  the  dry  matter  by  dif- 
ferences of  species,  variety  and  type.  This  failure  was  a  natural 
consequence  of  the  circumstance  that  a  lot  of  barley  as  obtain- 
able in  the  market  is  really  a  mixture  of  different  varieties, 
which  have  been  cultivated  under  dissimilar  conditions  of  soil 
and  manuring  and  harvested  at  different  stages  of  maturation, 
besides  having  perhaps  been  stored  differently  and  not  during 
the  same  length  of  time. 

For  the  purpose  of  procuring  suitable  experimental  materials, 
I  applied  —  by  the  advice  of  Professor  T.  Westermann  —  to 
the  scientific  director  of  the  Swedish  Seed-corn  Association  (Sve- 
riges  Utsadesforening)  at  Svalof,  Professor  Hjalmar  Nilsson. 
Mr.  Nils  son,  interesting  himself  warmly  for  the  matter,  was 
ready  to  furnish  me  with  the  requisite  materials,  and  with  great 
obligingness  undertook  to  make  a  convenient  selection  among  the 
pure  species,  varieties  and  types  at  his  disposal 

Since  the  Swedish  Seed-corn  Association  at  Svalof  has 
adopted  the  Pedigree  system  —  one  corresponding  exactly  to 
the  ingenious  single-cell  system  devised  by  E.  C.  Hansen  with 
regard  to  lower  organisms  — ,  the  materials  sent  me  from  Svalof 
were  altogether  reliable  in  regard  to  purity  of  species,  variety 
and  type.  Also  in  reference  to  uniformity  in  the  conditions  of 
soil,  manuring  and  climate,  they  left  nothing  to  be  desired,  as 
all  the  samples  had  been  cultivated  under  conditions  as  nearly 
identical  as  practicable  and,  moreover,  were  all  of  one  and  the 
same  crop  (1904).  There  is,  however,  one  factor  which  cannot 
be  supposed  to  be  identical  for  all  the  samples,  namely  the 
stages  of  maturity  at  which  they  had  been  reaped.  The  results 
obtained  in  the  preceding  experiments  have,  however,  shown 
how  the  chemical  composition  of  the  dry  matter  is  affected  by 
this  factor.  Therefore,  although  we  shall  have  to  count  with 
differences  caused  by  it,  we  shall  nevertheless  be  able  to  obtain 
a  reliable  expression  for  the  influence  exerted  by  differences  of 
species,  variety  and  type. 

For  use  in  these  researches  I  received  from  the  Swedish 
Station  at  Svalof  36  different  barley  samples,  which  I  examined 
by  the  method  described  above  (II,  p.  244). 

Table  XXV  (see  p.  294 — 95)  gives  a  synopsis  of  the  results 
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arrived  at.  With  the  exception  of  water  and  dry  matter,  all  the 
substance  groups  have  been  calculated  in  such  a  manner  as  to 
express  the  number  of  gr.  of  substance  found  in  looo  gr.  of  dry 
matter. 

It  will  be  seen  from  the  percentages  of  water  that  on  ex- 
amination all  the  samples  contained  much  the  same  amount  of 
water.  With  regard  to  the  figures  relating  to  *'gr.  of  dry  matter 
in  10,000  corns",  it  may  be  observed  that  they  may  be  con- 
sidered as  a  direct  expression  for  the  corn  size.  It  is  true,  we 
cannot  take  it  for  granted  that  all  the  36  barley  samples  have 
had  the  same  specific  gravity;  yet,  on  an  inspection  of  Table  XXV 
it  is  easily  perceptible  that  the  values  found  for  water,  nitrogenous 
substances  and  ash,  consequently  also  for  the  other  substances 
—  mainly  carbohydrates  — ,  vary  in  our  experiments  within  so 
narrow  limits  as  to  warrant  the  assumption  that  the  specific 
gravity  of  the  dry  matter  cannot  have  been  affected  to  any  ap- 
preciable degree  by  these  variations.  Besides,  it  is  to  be  ob- 
served that  none  of  the  samples  examined  have  contained  pro- 
teoses in  greater  quantity  than  mere  traces  (even  type  sample 
XI  does  not,  I  believe,  exceed  the  permissible  amount),  from 
which  fact  it  may  be  inferred  that  none  of  the  samples  have 
been  exposed  to  a  beginning  germination.  In  running  over  the 
numbers  given  in  the  table,  it  is  all  but  astonishing  that  we 
meet  with  such  small  variations  in  each  column,  save  in  that  of 
dry  matter. 

In  order  to  solve  the  problem  under  notice  on  the  basis  of 
those  many  analytical  details,  it  will  be  advisable  to  examine  each 
type  separately.  To  begin  with,  we  shall  then  have  to  ascertain  if 
within  each  type  we  meet  with  greater  divergences  in  the  com- 
position of  dry  matter  than  can  be  accounted  for  by  differences 
of  degree  of  maturity  and  time  of  storage.  A  view  in  this  direc- 
tion may  be  had  by  considering  first  the  maximum  and  mini- 
mum values  within  each  type,  and  then  the  differences  between 
these  two  values.  In  Table  XXVI  I  have  brought  together  the 
experimental  results  in  this  manner. 

The  lowermost  two  series  in  this  table  contain  numbers 
indicating  the  greatest  deviation  found  in  each  group  of  sub- 
stances when  one  and  the  same  barley  sample  is  examined  after 
being  reaped  yellow-ripe  and  then  over-mature,  and  after  these 
different  sampled  have  been  subjected  to  o  to  60   days'  storage. 

20 
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Analyses  of  "Hordeum  distichum". 


For  the  undernoted  particulars  I  am  indebted  to  "Sveriges  Utsadesforening  at  Svalof" 

Vo  of  water 
in  the  sample 

'u 
a 

> 

a. 

Botanical  characteristics 

Barley-sort 
indigenous  to 

Name  of 
improvement 

Develop- 
ment 

I 

Concave  base. 

Long-haired  basal  bristle. 

Glabrous  nerves. 

Scania 

Scania 
The  isleof  Oland 
The  isle  of  Hven 

East-Gothland 
The  isleof  Gothl. 

Princess-barley 
Hannchen-barl. 

late 

early 

med.  early 

late 

late 

early 

med.  early 

0126 
0105 
0128 

0137 
0131 

OIIO 

CI34 
0138 

0I4I 

12-65 
13-26 
i2-6o 
11-85 
11-97 
12-39 
12-10 
11-88 
11-99 

t 

1 

II 

1 

Concave  base. 

Long-haired  basal  bristle 

Dentated  nerves. 

Chevalier 

from  Scania 

WestCiothland 

The  isle  of  Hven 

Chevalier 

from  Scania 

The  isle  of  Gothl. 

}  : 
}  : 

early 
med.  early 

021 1 

0207 
0219 

0212 

0202 

12-30 

12-03 
12-14 

1 2  00 

11-99 

L 
I 

i 

i. 

1 

III 

Concave  base. 

Short-haired  basal  bristle. 

Glabrous  nerves. 

Dalecarlia 
Comm.  Chevalier 
The  isle  of  Hven 
The  isleof  Gothl. 

— 

very  early 
late 

0332 
0304 
0327 
0302 

11-90 
1 1-90 
1201 
1201 

^1 

A 

IV 

Concave  base. 

Short-haired  basal  bristle. 

Dentated  nerves. 

Chevalier 
from  Scania 

Chevalier  II 

)     - 

Gute  barley 

rather  late 

0403 

0421 
0402 

11-84 
11-92 
1 1-89 

A 
4 

V 

Basal  furrow.   Long-haired 
basal  bristle.  Glabrous  nerv. 

Swan's  neck  brl. 

early 

0506    11-68 

4 

1 

VII 

Basal  furrow. 

Short-haired  basal  bristle. 

Glabrous  nerves. 

Diamond  barley 

Goldthorpe 

Diamond 

Plumage,  fr.  Swed. 

Primusbarley 

early 
med.  early 

early 
rather  late 

early 

0703 
0705 
0706 
0707 
0704 
0702 

11-83 
12-07 
12-34 

12-33 

11-881 

12-05 

4 

VIII 

Basal  furrow.   Short-haired 
basal  bristle.  Dentated  nerv. 

Diamond 

— 

late 

0803 

12-15 

4 

Analyses  of  "Hordeum  tetrastichum". 

IX 

Long-haired  basal  bristle. 
Glabrous  nerves. 

America 

— 

late 

0901 

12-39 

2 

^ 
►g 

X 

Long-haired  basal  bristle. 
Dentated  nerves. 

Crossing 

Gigant.  six-row. 

med.  early 

M 

01005 

OIOOI 

12-27 
12-2S 

2: 

1 

XI 

Short-haired  basal  bristle. 
Glabrous  nerves. 

Jakutsk 

— 

early      joiiog   1214 

XII 

Short-haired  basal  bristle. 
Dentated  nerves. 

Dalecarlia 

1 1 

Early  six-rowed  .         — 

—              rmed.  early 

OI2GI     1229 
01232     1245 
OI216    12-41 

3. 
3< 
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X) 

Ibi 

gr.  of  dry  substance  contain  - 

-  gr.  of 

Nitroge 

n  in  the  form  of 

1000  gr.  of  dry 
substance  contain 

Sum  of 

min 

■J) 

c 

5 

'Si--; 

^  rf' 

3  g 

0  i*« 

^5    ! 

Vl 

it 

0 

3 
C 

0 

0 

0    c  -^ 

^  3  < 

0  s 

ll 

to 

S  2 

"o 

B 

-r  c  a- 
0  0  0 

f—      ^    '^^ 

II 

Q 

hLH 

Oh 

<^ 

•J}  0 

0 

£  0 

^■| 

0 

■^  = 

<HH 

0  >  -^ 

«; 

081 

0-20 

0 

0-27 

o-8o 

2-93 

15-60 

18-53 

24-60 

1 
75-9 

1-66 

0-47 

5 

0-51 

022 

0 

014 

0-88 

2-8o 

15-48 

18-28 

24-55 

74-5 

1-56 

0-36 

0     044 

0-33 

0 

015 

077 

2-59 

I5I4 

17-73 

2489 

74-8 

134 

0-48 

5     0-65 

034 

0 

0-15 

078 

2-57 

14-95 

1752 

24-35 

8o-i 

130 

0-49 

6     073 

0-27 

007 

01 9 

o-8i 

273 

14-25 

16-98 

2604 

85-2 

1-39 

053 

2     0-67 

0-27 

0 

012 

0-82 

270 

14-08 

16-78 

24-63 

77-2 

1-49 

039 

6  I  050 

021 

0 

0-2I 

079 

2-37 

14-38 

16-75 

2592 

66-6 

1-16 

0-42 

9  !  042 

0-29 

0 

01 6 

079 

2-45 

13-57 

l6-02 

24-50 

66-6 

I-2I 

0-45 

5     047 

0-31 

0 

014 

078 

2-45 

12-73 

15-18 

27-08 

75-9 

1-22 

0-45 

8 

064 

0-31 

0 

0-2I 

071 

2-65 

16-57 

19-22 

26-88 

82-9 

1-42 

0-52 

0 

048 

0-32 

0 

o-i8 

074 

272 

15-80 

18-52 

26-37 

83-7 

148 

050 

3 

080 

020 

0 

0-15 

0-68 

2-46 

15-37 

17-83 

24-95 

68-2 

1-43 

0-35 

I 

067 

0-25 

0-07 

o-i8 

074 

2-52 

15-28 

17-80 

2596 

78-7 

1-28 

050 

0 

046 

019 

0 

01 2 

074 

231 

14-54 

16-85 

24-79 

7I-I 

1-26 

031 

6 

050 

034 

c 

o-i6 

0-86 

272 

16-89 

19-61 

26-53 

969 

1-36 

0-50 

5 

o-6i 

0-27 

0-07 

0-19 

077 

276 

16-27 

19-03 

24-10 

89-7 

1-46 

0-53 

7 

064 

026 

0 

0-15 

0-86 

2-68 

16-08 

18-76 

23-06 

803 

1-41 

0-41 

8 

058 

0-22 

0 

024 

079 

2-8i 

14-65 

17-46 

23-41 

74-6 

1-56 

046 

7     067 

0-35 

0-07 

0-I2 

0-90 

278 

15-99 

18-77 

1    24-82 

82-1 

1-34 

054 

4     071 

0-26 

0*07 

019 

0-83 

270 

15-78 

18-48 

26-36 

82-8 

1-35 

052 

4      o-6i 

0-28 

o-o8 

020 

0-64 

2-45 

12-91 

15-36 

27-94 

79-8 

1-25 

056 

5      0-86 

0-32 

0-07 

Oil 

0-82 

273 

14-85 

17-58 

26-10 

79-6 

1-41 

1 

0-50 

0 

049 

021 

0 

0-23 

I  02 

3-15 

15-51 

18-66 

25-19 

85-4 

1-69 

044 

6 

054 

0-27 

0 

0-27 

o-8o 

274 

15-87 

i8-6i 

2229 

76-2 

1-40 

0-54 

7 

0-35 

017 

007 

0-I7 

0-89 

272 

14-78 

17-50 

23-88 

84-5 

1-42 

0-41 

9 

0'33 

026 

0-05 

0-26 

0-88 

2-67 

14-01 

16-68 

23-72 

77-2 

1-22 

057 

^ 

052 

0-26 

0 

0-19 

0-82 

2-43 

14-06 

16-49 

23-42 

77-8 

I-l6 

0-45 

3 

022 

0-24 

0 

o-i8 

078 

2'39 

13-55 

15-94 

24-73 

8o-6 

I-I2 

0-49 

7 

041 

0-19 

0-C5 

0-22 

0-83 

3-07 

1625 

19-32 

23-99 

700 

1-78 

0-46 

r 

030 

027 

0 

0-17 

0-96 

2-62 

15-84 

18-46 

23-84 

73-6 

1-22 

044 

j 

0-38 

0-27 

0 

021 

0-86 

275 

16-21 

18-96 

25-58 

74-2 

1-41 

048 

[ 

0-48 

021 

0 

017 

077 

2-56 

14-68 

17-24 

24-47 

74-8 

1-41 

0-38 

r 

035 

035 

0-I3 

013 

104 

274 

20-I0 

2284 

2628 

85-7 

I  09 

06 1 

0-36 

024 

o-o6 

o-i8 

o-8i 

2-46 

17-37 

19-83 

24-09 

76-2 

1-17 

048 

0-38 

021 

0 

0-28 

0-97 

277 
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These  numbers  are  deduced  from  Table  XXII,  p.  288,  and  Table 
XXIII,  p.  290,  respectively.  They  cannot,  of  course,  be  taken  as 
a  standard  in  the  case  under  consideration;  but  at  any  rate  they 
may  help  us  to  form  an  approximate  estimate  of  the  fluctua- 
tions with  which  we  have  to  count  if  we  wish  to  know  whether 
a  group  of  barley  samples  —  of  one  type  —  may  be  supposed 
to  have  a  constant  composition  of  dry  matter  or  not. 

On  comparing  the  differential  numbers  stated  in  Table  XXVI 
with  the  last  two  series  of  numbers,  we  now  arrive  at  the  fol- 
lowing conclusion:  —  The  differences  in  the  composition  of  dry 
matter  within  each  type  are,  in  each  of  the  cases  under  notice, 
comparatively  so  small  as  to  be  attributable  to  fluctuations  in 
the  degree  of  ripeness  and  time  of  storage  of  the  individual 
samples. 

That  the  duration  .of  storage  has  not  been  the  same,  ap- 
pears from  the  fact  that  the  examination  of  the  materials  oc- 
cupied three  months. 

Accordingly,  we  shall  be  safe  in  maintaining  that  the  com- 
position of  dr}^  matter  in  the  individual  samples  within  each 
type  exhibit  a  sufficient  uniformity  for  us  to  be  able  to  make 
use  of  the  materials  for  a  calculation  of  mean  values. 

Table  XXVIl  gives  a  synopsis  of  these  relating  to  each 
type  of  Hordeum  distichum.  Besides,  it  gives  the  maximum 
and  minimum  values  of  the  type  means  within  the  same  variety, 
together  with  the  differences  between  these. 

A  consideration  of  the  differential  numbers  within  the  variety 
"nutans"  leads  to  the  conclusion  that  the  difference  in  the  che- 
mical composition  of  dry  matter  between  the  various  types  of 
this  variety  is  so  small  that  any  influence  exerted  by  the 
barley  type  in  itself  on  the  chemical  composition  of 
the  dry  matter  is  quite  out  of  the  question.  A  similar 
conclusion  may  without  doubt  be  drawn  with  regard  to  the 
various  types  of  the  variety  "erectum".  In  this  case,  however,  it  is 
to  be  observed  that  we  have  no  real  average  values  for  the  types 
V  and  VIII,  since  these  are  represented  by  only  one  sample  each. 
Consequently,  in  judging  the  differential  numbers  relating  to 
Hordeum  distichum  erectum,  we  must  make  some  allowance  for 
the  influence  exerted  on  the  composition  of  dry  matter  by  a 
difference  of  maturity  and  duration  of  storage  —  see  Table  XXVI, 
the  lowermost  two  series. 
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As  to  "Hordeum  tetrastichum",  it  cannot  be  ascertained 
whether  the  composition  of  dry  matter  is  aftected  by  differences 
of  type,  because  of  the  insufficiency  of  the  experimental  materials 
at  our  disposal.  A  consideration  of  the  experimental  results  re- 
corded in  the  lowermost  part  of  Table  XXV  will,  however,  lead 
to  much  the  same  conclusion  as  above,  namely  that  also  in  the 
case  of  the  variety  Hordeum  tetrastichum  pallidum  the  compo- 
sition of  dry  matter  does  not  seem  to  be  affected  by  differences 
of  type.  Moreover,  it  appears  to  me  that  we  have  no  reason 
for  assuming  differences  of  type  to  be  without  any  influence  on 
the  composition  of  dry  matter  within  one  variety  whilst  within 
another  the  exact  reverse  is  the  case. 

As  regards  the  question  as  to  the  influence  of  differences 
of  variety  on  the  composition  of  dry  matter,  reference  must 
again  be  made  to  Table  XXVII,  p.  298.  This  table  in  its  upper 
part  gives  the  mean  values  for  all  the  samples  of  Hordeum  disti- 
chum  nutans,  and  in  its  lower  part  those  for  all  the  samples 
of  Hordeum  distichum  erectum.  On  comparing  these  two  series 
of  average  values,  it  will  be  noticed  that  the  number  expressing 
the  amount  of  dry  matter  in  "erectum"  is  greater  by  28" 5  gr. 
than  the  corresponding  number  relating  to  ''nutans",  and  also 
that  the  numbers  for  albumins  I  and  II  are  016  gr.  greater  and 
01 3  gr.  smaller  respectively  in  the  case  of  "erectum"  than  in 
that  of  "nutans".  On  the  contrary,  with  regard  to  all  the  other 
substances  or  groups  of  substances,  the  divergences  are  through- 
out lower  than  the  analytical  errors.  The  above  divergences  re- 
lating to  the  albumins  I  and  II,  whilst  certainly  greater  than  the 
analytical  errors,  yet  appear  to  me  so  small  that  they  can  hardly 
be  taken  as  proof  of  an  influence  of  variety,  the  more  so  be- 
cause the  aggregate  amount  of  the  two  albumins  is  the  same  in 
"erectum"  and  "nutans".  On  the  other  hand,  the  average  values 
show  that  "erectum"  is  generally  a  little  more  large-grained  than 
"nutans". 

Thus,  the  results  force  the  conclusion  on  my  mind  that  the 
variety  of  barley  does  not  in  itself  influence  the  che- 
mical composition  of  dry  matter,  as  far  as  the  various 
groups  of  nitrogenous  matters,  mineral  constituents  and  water- 
soluble  acid  combinations  are  concerned. 

We  go  on  to  investigate  the  influence  of  the  species  on 
the  composition  of  dry  matter. 


300 


> 

3 

n 

i-i 
"-i 
O 

in 

Hordeum  distichiim  .    .    . 
Hordeum  tetrastichum    . 

Mean  values 
of  the  samples 

to     -F^ 

vO       - 
O         On 

4^      >~j 

Gr.  of  dry  sub- 
stance in  io,ooo 
corns 

O 

0 

o 

O       O 

C»      00 

oc    to 

f— 1 

> 

c 
3. 
5' 

1— 1 

8 

o 

o 

W 

!=: 
cr 
(/I 

D 
o 
a> 

o 
o 

D 

£ 

5" 

crq 

O 

3_ 

O 

crq 
n 

5' 
B' 

o 

3 
o 

o 
s 

9     P 

1— 1 
1— 1 

o 

6 
s 

q     q 
to      to 

Denucle'in 

o 

6 
s 

O       O 

6     d 

4^      OJ 

Proteose 

q 
s 

9     Q 

Peptone 

q 
to 

q 

s 
s 

q     q 

v6     ob 

HH            O 

Ammonia 

Amine 

Amid 

q 

0 

6 

s 

to      to 

On      On 
On     V^ 

Soluble 
combinat. 

s 

On    t-n 

ti     d 

Insoluble 
combinat. 

s 

NH           I-I 

00    ^j 

Sum  of 
Nitrogen 

to 

6 

to 

0 

6 

to        K> 

vo     d 
to      o 

Gr.  of  ash 

cr  o 
t/i    o 
p   o 

^'^ 

n   O 

o  -*> 

ob 

o 
d  < 

6v 

00    ^a 

U>       00 

to     d\ 

Acid  <x>  cc. 
n.  Na  OH 

0 

to     ui 
<^     00 

Albumins 
I  and  II 

C 

3 
o 

o 

q     q 
o    •^ 

Denucle'in 

Proteose 

and  Peptone 

to 
^1     ^ 

N 

umber 
samples 

of 

> 

X 
X 

< 


The  accompanying 
Table  XXVIII  brings  to- 
gether the  mean  values 
for  all  the  samples  of  the 
species  "Hordeum  disti- 
chum"  and  ''Hordeum  te- 
trastichum". On  consi- 
dering the  differences  be- 
tween these  two  series, 
we  are  led  to  exactly 
the  same  conclusion 
with  respect  to  the 
influence  of  the  spe- 
cies on  the  composi- 
tion of  dry  matter  as 
stated  above  in  re- 
gard to  the  influence 
of  the  variety. 

Thus,  these  resear- 
ches and  considerations 
lead  to  the  surprising  re- 
sult that  the  chemical 
composition  of  the 
dry  matter  of  barley 
is  not  affected  by 
differences  of  speci- 
es, variety  or  type,  as 
far  as  the  various  groups 
of  nitrogenous  substan- 
ces, ash  and  water-solu- 
ble acid  combinations  are 
concerned. 

That  the  size  of  the 
corns  is  influenced  in  a 
greater  or  less  degree  by 
differences  of  species  and 
variety,  is  a  well-known 
factM. 


^)  The  corns  of  tetrastichum  are 
smaller  than  those  of  distichum. 
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Accordingly,  if  we  meet  with  barley  crops  differing,  as  far 
as  the  above  substance-groups  are  concerned,  in  respect  of  dry 
matter  composition,  the  reason  of  such  a  difference  must  be  sup- 
posed to  lie  in  the  circumstance  that  the  samples  have  been 
grown  under  different  conditions  regarding  the  chemical  and 
physical  nature  of  the  soil,  the  manurial  treatment  and  the  climatic 
peculiarities  of  their  native  places.  That  the  chemical  composi- 
tion of  barley  dry  matter  is  seriously  affected  by  such  conditions 
and  probably  various  other  factors,  has  been  clearly  established 
by  other  observers^).  But  a  knowledge  of  their  influence  on 
composition  of  the  dry  matter  with  regard  to  the  various  groups 
of  proteine  substances  was  still  lacking,  and  with  a  view  to  elu- 
cidate this  important  question  I  set  on  foot  a  series  of  analyses 
of  a  certain  number  of  barley  samples  originating  from  very 
different  habitats^).  The  results  of  these  investigations  are  tabu- 
lated on  the  next  page.  In  judging  the  value  of  these  results 
with  regard  to  the  question  here  before  us,  it  must,  however, 
be  borne  in  mind  that  the  analyses  refer  to  common  commercial 
samples.  We  have  therefore  to  count  with  the  possibility  that 
the  various  samples  may  have  been  harvested  at  different  stages 
of  maturity  and  stored  during  different  lengths  of  time.  This 
being  the  case,  it  follows  that  here  again  we  must  take  into 
consideration  the  variations  which  a  difference  in  the  degree  of 
maturity  and  duration  of  storage  may  produce  in  the  chemical 
composition  of  the  dry  matter.  The  values  expressing  the  in- 
fluence of  these  two  factors  are  given  in  the  lowermost  two  series 
of  Table  XXIX.     The    latter   also   sets   forth   the    maximum    and 


*)  J.  Konig:  Chemie  der  menschlichen  Nahrungs-  unci  Genussmittel.  4.  Aufl., 
Bd.  I,  pp.  481  —  519.  —  On  the  pp.  491  to  508  are  recorded  a  very  large 
number  of  analyses  of  malting  barleys  from  all  parts  of  the  world ,  which 
show  that  the  dry  matter  composition ,  as  far  as  total  nitrogen  and  mineral 
constituents  are  concerned,  is  always  more  or  less  influenced  by  the  native 
place.  PP.  509—11  give  a  certain  number  of  analyses  of  barleys  grown  in 
varying  manuring  experiments ;  from  these  it  appears  that  certain  manurial 
substances  are  able  to  modify  the  dry  matter  composition  both  with  regard 
to  total  nitrogen  and  ash.  Finally,  a  table  on  p.  516  shows  how  the  percen- 
tage of  nitrogen  is  affected  by  the  date  of  sowing.  — 

As  to  the  influence  of  manurial  substances,  I  may  also  refer  to  a  very 
interesting  and  instructive  memoir  by  J.  Stoklasa:  Zeitschr.  f.  das  gesammte 
Brauw.  28,   502  (1905). 

^)  All  the  samples  were  common  field,   or  commercial,   barleys. 
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minimum  values  for  the  whole  of  the  experimental  material,  to- 
gether with  the  differences  between  the  two  series  of  numbers. 
On  comparing  the  differential  numbers  with  the  last  two 
series,  it  will  be  noticed  that,  after  all,  it  is  only  in  the 
case  of  mineral  constituents  (ash)  that  we  meet  with  a  really 
considerable  and  indisputable  variation.  Total  nitrogen  and 
amine-amid  nitrogen  also  exhibit  some  variation,  whereas  in  the 
case  of  all  the  other  groups  of  constituents  the  fluctuations  are 
comparatively  so  small  as  to  be  attributable  exclusively  to  diffe- 
rences in  degree  of  maturity  and  duration  of  storage.  Although 
the  materials  submitted  to  the  examination  may  not  have  been 
sufficiently  copious  to  give  a  conclusive  answer  to  the  question, 
yet  I  believe  I  am  safe  in  maintaining  that  the  cultural^) 
condition  of  the  soil  and  the  climatic  conditions  ha\'e 
influence  on  the  ash  content  of  thebarley  dry  matter 
and,  to  a  certain  extent,  also  on  the  amount  of  total 
nitrogen  and  amine-amid  nitrogen,  whereas  the  other 
groups  of  nitrogenous  constituents  are  affected  in  a 
less  degree  by  these  factors  than  by  such  as  the  de- 
gree of  maturity  and  duration  of  storage. 

8.    Concluding  Remarks. 

Before  leaving  this  subject,  I  cannot  forbear  to  make  a 
short  remark  which  is  forced  upon  my  mind  by  one  of  the 
rather  surprising  results  (so  they  seem  to  me  at  least)  which  the 
present  research  has  brought  to  light. 

I  allude  to  the  statement  made  on  p.  300,  that  differences 
of  species,  variety  and  type  do  not  per  se  affect  the  chemical 
composition  of  the  dry  matter  of  barley,  as  far  as  the  various 
groups  of  nitrogenous  substances,  mineral  constituents  and  water- 
soluble  acid  combinations  are  concerned. 

There  is  evidently  some  reason  to  presume  that  this  result 
might  lead  to  the  view  that  endeavours  towards  the  improve- 
ment of  barley  are  in  reality  established  on  a  less  solid  tounda- 
tion  than  was  hitherto  supposed.  I  believe,  however,  that  on 
considering  the  question  in  all  its  bearings  we  shall  arrive  at  a 
directly  opposed  conclusion. 


*)  I  use  this    expression    to   denote    not    solely   the  natural    condition  (^\   the  soil, 
but  also  the  manuring  cultivation. 
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If  we  imagine  that  differences  of  species,  variety  and  type 
exerted  a  direct  influence  upon  the  chemical  composition  of  the 
dry  matter,  whilst  at  the  same  time  we  know  positively  that 
other  factors  (such  as  conditions  of  soil,  manuring,  etc)  come 
also  into  play,  it  follows  that,  practically,  all  endeavours  at  im- 
provement must  ultimately  give  a  very  precarious  result.  Let  us 
suppose  for  example  that  by  improvement  we  succeed  in  pro- 
ducing a  culture  which,  under  the  conditions  of  soil,  manurial 
treatment  etc.,  obtaining  in  the  place  concerned,  gives  the  result 
wished  for  with  respect  to  the  composition  of  dry  matter.  When 
this  culture  is  subjected  to  practical  cultivation  and  brought 
under  the  action  of  different  conditions  of  soil,  manuring  etc.,  it 
is  obvious  that  the  ultimate  crop  is  likely  to  be  of  a  different  con- 
dition from  that  wished  for  and  aimed  at,  because  the  result  must 
necessarily  be  determined  in  degree  by  the  action  of  the  altered 
conditions  of  soil,  manuring  etc.  Under  such  circumstances  we 
cannot  tell  whether  the  result  aimed  at  can  be  most  easily  ob- 
tained by  trying  another  improvement  culture  or  by  modifying 
the  conditions  of  cultivation  (nutritive  matters  of  the  soil,  etc). 
In  this  way  it  would  be  rather  a  difficult  matter  to  attain  the 
object. 

If,  on  the  contrary,  we  abide  by  the  result  arrived  at  by  the 
present  investigations,  it  appears  that  the  principle  upon  which 
the  endeavours  toward  improvement  of  barley  have  been  hitherto 
conducted  can  only  settle  one  part  of  the  matter,  namely  the 
preparation  of  a  growth  decidedly  the  best  suited  to  local  re- 
quirements (conditions  of  soil,  manuring  etc).  But  in  regard  to 
the  chemical  composition  of  the  dry  matter,  it  has  now  been 
established  that  the  endeavours  must  be  governed  by  two  fun- 
damental principles,  an  internal  and  an  external  one,  the  former 
being  without  any  influence  upon  the  chemical  composition  of 
dry  matter,  whilst  the  latter  is,  on  the  contrary,  decisive  in  this 
respect.  • 

Accordingly,    any  work   having    for   its    object   the    improve 
ment  of  barley,  must  consist  of  two  parts,  which  are  not  inter- 
dependent, namely:  — 

(i)  The  purely  botanical  part,  the  immediate  object  ol  which 
must  be  to  provide  pure  species,  varieties  and  types,  and  to 
test  the  practical  value  and  constancy  of  such  pure  cultures  — 
in  short,  to  make  a  selection. 
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(2)  That  coming  within  the  range  of  agricultural  chemistry 
and  having  for  its  object  to  test  the  behaviour  of  the  selected 
cultures  in    regard   to  the  action  of  the  various  external    factors. 

It  is  only  when  these  two  parts  of  the  work  can  be  made 
to  concur  towards  the  attainment  of  the  common  end  aimed  at 
that  the  'efforts  can  be  expected  to  yield  practically  applicable 
results,  yielding  a  proper  remuneration  for  the  great  amount  of 
labour  bestowed  upon  this  task. 

Professor  Hjalmar  Nilsson,  the  scientific  director  of  the 
Swedish  Seed-corn  Association  at  Svalof,  is  working  just  now 
upon  a  plan  nearly  coinciding  with  the  one  proponded  above. 
The  very  extensive  and  thorough-going  labours  of  this  institu- 
tion stand  a  fair  chance  of  giving  highly  valuable  results  also  in 
future. 

9.    Main  Results. 

These  may  be  summed  up  as  follows:  — 

(i).  Owing  to  the  comparatively  great  error  (about  i  ^/o  of 
proteine)  with  which  we  have  to  count  in  estimating  the  per- 
centage of  proteine  matter  in  a  barley  crop  or  lot  of  barley,  I 
consider  it  misleading  to  use  this  quantity  (Vo  of  proteine)  as  a 
factor  determining  the  quality  of  malting  barley.  Moreover,  the 
foundation  underlying  the  valuation  by  amount  of  nitrogen  is  in 
some  measure  sapped  by  the  circumstance  that  the  modes  of 
working  used  in  malting,  brewing  etc.,  in  different  localities  are 
very  different  {^ide  p.  255). 

(2).  Barleys  which  have  had  a  growth  and  ripening  period 
of  short  duration  are  much  more  liable  to  suffer  a  loss  of  dry 
matter  by  over-ripening  than  such  barleys  as  have  had  a  long 
developmental  period.  Besides,  it  appears  that  the  corn  size  de- 
pends to  a  certain  extent  upon  the  duration  of  that  period,  of 
course  within  the  same  species  and  variety  [vide  p.  271). 

(3).  Barley  has  acquired  full  maturity  when  the  conversion  of 
soluble  into  insoluble  carbohydrates  and  soluble  into  insoluble 
proteids  has  ceased  or  reached  its  maximum  {;vide  p.  273). 

(4).  When  the  development  of  the  barley  grain  —  from 
green-ripeness  to  yellow-ripeness  —  takes  place  during  a  normal 
period  of  development,  there  exists  an  absolute  equilibrium  be- 
tween the  "quantity  of  nitrogen  received  in  a  given  time  and  the 
nitrogen    quantity   converted    in    the    same    time    into    insoluble 
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combinations;  whereas  the  transformation  of  soluble  nitrogen 
combinations  into  insoluble  ones  in  a  short  period  of  develop- 
ment takes  place  at  a  quicker  rate  than  does  the  mtake  of  ni- 
trogen, the  reverse  being  the  case  in  a  long  period  of  develop- 
ment [vide  p.  275). 

(5).  The  condensation  of  amine-amid  combinations  into  so- 
luble proteids  takes  place  with  greater  intensity  during  a  short 
than  during  a  long  period  of  development,  and  this  process  is 
very  nearly  in  an  equilibrium  with  the  further  intake  of  nitrogen 
as    soon    as   the   stage  of  yellow-ripeness  has  been  reached  i^ide 

p.  278). 

(6).  The  proteoses  cannot  be  supposed  to  act  as  intermediate 
terms  in  the  condensation  of  amine-amid  combinations  into  pro- 
tein individuals  of  a  higher  order,  but  are  exclusively  to  be  re- 
garded as  hydrolytic  cleavage  products  of  proteids  of  a  higher 
order  [vide  p.  280). 

(7).  An  appreciable  amount  of  proteose  in  a  barley  crop 
must  always  be  considered  as  indicative  of  rather  unfavourable 
harvest  conditions  {^ide  p.  281). 

(8).  A  loss  of  dry  matter  (respiration  loss)  is  not  likely  to 
take  place  during  the  storage  of  barley,  provided  the  storage 
takes  place  under  suitable  conditions,  and  providing  also  the 
barley  sample  has  reached  a  suitable  degree  of  maturity  before 
being  reaped   {^oide  pp.  283   and  291). 

(9).  The  ripening  barley  grain  is  tending  toward  a  state  of 
equilibrium  in  respect  of  its  nitrogenous  constituents;  when,  on 
the  reaping  of  the  barley,  this  state  has  been  reached,  it  is  not 
disturbed  during  storage,  except  in  the  case  of  albumins  I  and 
II  {vide  pp.  284  and  289). 

(10).  The  amount  of  albumin  I  in  proportion  to  dry  matter 
decreases  in  a  greater  or  less  degree  according  as  the  barley  is 
allowed  to  attain  a  greater  and  greater  degree  of  maturity, 
whereas  the  quantities  of  albumin  II,  insoluble  nitrogen,  total 
nitrogen  and  water-soluble  acid  combinations  increase  more  or 
less.  The  amount  of  water-soluble  nitrogenous  combinations  is 
also  subject  to  considerable  fluctuations,  which,  however,  are 
sometimes  positive,  sometimes  negative.  Denuclein,  proteose 
(=  o),  peptone,  ammonia  amine-amid  and  mineral  constituents 
—  in  each  individual  barley  sample  —  show  a  constant  weight 
in    the    dry   matter,    as    soon    as    the   corn    has    reached    its    full 
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development;  consequently,  the  quantities  of  these  substan- 
ces remain  constant  during  the  real  maturation  process  [vide 
p.  286—89). 

(11).  If  reaped  at  an  early  stage,  barley  is  less  rich  in  ni- 
trogen than  it  is  if  reaped  later  [vide  p.  289). 

(12).  The  chemical  composition  of  dry  matter  in  respect  of 
the  various  groups  of  nitrogenous  substances,  mineral  constitu- 
ents and  water-soluble  acid  combinations  —  is,  properly  speak- 
ing, not  dependent  on  the  species,  variety  or  type  of  barley 
{vide  p.  300). 

(13).  The  cultural  condition  of  the  soil,  as  also  climatic 
conditions,  exert  some  influence  on  the  amount  of  mineral  con- 
stituents in  barley  dry  matter,  and  to  a  certain  extent  also  upon 
the  amounts  of  total  nitrogen  and  amine-amid  nitrogen,  whereas 
with  regard  to  the  other  groups  of  nitrogenous  substances,  the 
influence  of  these  factors  is  less  marked  than  the  degree  of 
maturity  and  time  of  storage  {^ide  p.  303). 
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CURVE  TABLE  II. 
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